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Verzeichnis der Abkurzungen und Akronyme

AECOPD
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BAL
BGA
BMI
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CCQ
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COPD
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CTLA-4
EDTA
EFS
EGFR
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FEV4
FVC
GOLD
HAP

HBEGF
HIV
HLA
Hsp 90
ICAM-1
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Akute Exazerbation der chronisch obstruktiven Lungenerkrankung
Flache unter der Kurve (engl. area under the curve)
Bronchoalveolare Lavage

Blutgasanalyse

Body Mass Index (engl.)

Ambulant erworbene Pneumonie (engl. community acquired
pneumonia)

COPD Assessment Test (engl.)

COPD Control Questionnaire (engl.)

Cluster of Differentiation (engl.)

Komplementare DNA (engl. complementary DNA)

Chronisch obstruktive Lungenerkrankung (engl. chronic obstructive
pulmonary disease)

C-reaktives Protein

Cytotoxic T-lymphocyte-associated Protein 4 (engl.)
Ethylendiamintetraessigsaure

Ensemble Feature Selection (engl.)

Epidermal Growth Factor Receptor (engl.)

Extrazellulare Vesikel

Einsekundenkapazitat (engl. forced expiratory volume in 1 second)
Forcierte Vitalkapazitat

Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (engl.)

Im Krankenhaus erworbene Pneumonie (engl. hospital acquired
pneumonia)

Heparin-binding EGF-like growth factor (engl.)

Human Immunodeficiency Virus (engl.)

Human leukocyte antigen (engl.)

Heat shock protein 90 (engl.)

Intercellular adhesion molecule 1 (engl.)

Inhalative Kortikosteroide

Integrin alpha L



LAMA

LAMP-2
LABA
MHC

MIC-A
mMRC
mRNA
NPT
PBS
PCT
PD-L1
PRG 4
PSI
PY
RNA
ROC
SAMA

SABA
sCAP
sV
SIRS
suPAR
TNF-R-2
Tsg101
uCAP
VIM
WHO

Langwirksamer Muskarin-Antagonist (engl. long-acting muscarinic-
antagonist)

Lysosome-associated membrane protein 2 (engl.)

Langwirksamer Beta-Agonist (engl. long-acting beta-agonist)
Haupthistokompatibilitatskomplex (engl. major histocompatibility
complex)

MHC Class | Polypeptide-Related Sequence A (engl.)

Modified Medical Research Council (engl.)

Boten-RNA (engl. messenger RNA)

Neopterin

Phosphat-gepufferte Salzlosung (engl. Phosphate buffered saline)
Procalcitonin

Programmed death-ligand 1 (engl.)

Proteoglykan 4

Pneumonia Severity Index (engl.)

Pack Years (engl.)

Ribonukleinsaure (engl. ribonucleic acid)

Receiver Operating Characteristic (engl.)

Kurzwirksamer Muskarin-Antagonist (engl. short-acting muscarinic-
antagonist)

Kurzwirksamer Beta-Agonist (engl. short-acting beta-agonist)
Severe Community Acquired Pneumonia (engl.)

Small Extracellular Vesicle (engl.)

Systemic inflammatory response syndrome (engl.)

Soluble urokinase-type plasminogen activator receptor (engl.)
Tumor necrosis factor receptor 2 (engl.)

Tumor susceptibility gene 101 (engl.)

Uncomplicated Community Acquired Pneumonia (engl.)

Variable importance measures (engl.)

World Health Organisation (engl.)
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1 Einleitung

1.1 Pneumonie

Die ambulant erworbene Pneumonie ist eine wichtige Ursache fur Morbiditat und
Mortalitat weltweit [158]. Sie ist die Infektionskrankheit mit der hochsten Mortalitat in
Deutschland [107] sowie weltweit [146]. Die Haufigkeitsverteilung der Pneumonie ist
U-formig, insbesondere Kinder sowie altere Erwachsene sind betroffen [108]. Da
klinische Erscheinung und Leitlinien bei Kindern von denen bei Erwachsenen
abweichen [16], wird in dieser Promotionsarbeit ausschliel3lich auf die ambulant

erworbene Pneumonie bei Erwachsenen eingegangen.

Epidemiologie

Seit 1990 gehort die Pneumonie zu den zehn haufigsten Todesursachen in
Deutschland [107]. In Landern mit geringem Einkommen sind Erkrankungen des
unteren Respirationstrakts sogar die haufigste Todesursache [158]. Im Gegensatz zu
anderen Infektionskrankheiten wie Diarrhoe, Tuberkulose und HIV/ AIDS konnte die
Mortalitat der Pneumonie von 2000 bis 2016 weniger stark gesenkt werden, weltweit
starben im Jahr 2016 etwa 3 Millionen Menschen an einer Erkrankung des unteren
Respirationstrakts [158]. Besonders betroffen waren Kinder unter 5 Jahren (652 572
Tote) sowie Erwachsene Uber 70 Jahren (1 080 958 Tote) [146]. Bei Uber 70-Jahrigen
ist die absolute Todeszahl durch Erkrankungen des unteren Respirationstrakts sogar
gestiegen (von 746 700 in 2000 auf 1 080 958 in 2016), die Mortalitatsrate ist jedoch
annahernd gleich geblieben (278,1 Tote pro 100 000 Personen in 2000; 267,4 Tote
pro 100 000 Personen in 2016) [146].

Aktuelle Zahlen der Versorgungsforschung aus Deutschland zeigen eine Inzidenz der
ambulant erworbenen Pneumonie von mehr als 660 000 Patienten pro Jahr. Die
Hospitalisierungsrate betragt 46,5 %, Patienten Uber dem 70. Lebensjahr werden
haufiger stationar als ambulant behandelt. Die Krankenhausletalitat betragt ca. 13 %
[65].

Definition
Die CAP (Community Acquired Pneumonia) ist definiert als Pneumonie, die aulerhalb
des Krankenhauses erworben wurde und eine immunkompetente Person betrifft.

Davon abzugrenzen sind die HAP (Hospital Acquired Pneumonia), die 48 Stunden
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nach Aufnahme in ein Krankenhaus oder 3 Monate nach Krankenhausaufenthalt
auftritt sowie die Pneumonie bei schwergradiger Immunsuppression (zum Beispiel
Neutropenie, iatrogen-medikamentose Immunsuppression, Zustand nach Organ- oder
Stammzelltransplantation, HIV-Infektion oder angeborene Immundefekte) [65].

Atiologie

Zu den wichtigsten Risikofaktoren der CAP gehoren Alter, mannliches Geschlecht und
Vorerkrankungen, darunter vor allem neurologische Erkrankungen,
Lungenerkrankungen sowie Immunsuppression [66].

Der Erreger der CAP kann nur in weniger als der Halfte der Falle festgestellt werden.
Am haufigsten nachgewiesen wurde Streptococcus pneumoniae (40 %), gefolgt von
Haemophilus influenzae (8 %) und Mycoplasma pneumoniae (8 %). Seltenere Erreger
sind Legionellen (3 %), Chlamydien (< 1 %) und gramnegative Enterobakterien (< 5
%), wobei letztere vor allem bei Risikopatienten (Alten- oder Pflegeheim,
Multimorbiditat) zu finden sind. [156]

1.1.1 Klinische Symptomatik

Zu den klinischen Symptomen der Pneumonie gehdren Atemwegssymptome wie
Husten mit oder ohne Auswurf, Dyspnoe und atemabhangige thorakale Schmerzen.
Ebenso treten Allgemeinsymptome wie Fieber oder Hypothermie, ein allgemeines
Krankheitsgefuhl und grippale Symptome auf. Neurologische Symptome wie
Desorientiertheit kommen insbesondere bei alteren Patienten vor [34].

Bei der klinischen Untersuchung wird Ublicherweise eine erhohte Atemfrequenz, eine
Tachykardie, eine arterielle Hypertonie und im Falle eines Infiltrats oder Ergusses ein
abgeschwachter Klopfschall festgestellt. Auskultatorisch fallen inspiratorische

Rasselgerausche oder Bronchialatmen auf [34].

1.1.2 Diagnostik

Die klinische Untersuchung hat zwar einen hohen negativen pradiktiven Wert, jedoch
ist ihr positiver Vorhersagewert eingeschrankt und nicht spezifisch genug, um die
Pneumonie von anderen Atemwegsinfekten abzugrenzen [99], [153], [76].

Um die Diagnose zu sichern, wird daher ein neu aufgetretenes Infiltrat in einem

bildgebenden radiologischen Verfahren der Lunge gefordert.



Radiologische Diagnostik

Standardgemal} wird bei Verdacht auf Pneumonie eine Rontgen-Thorax-Aufnahme in
zwei Ebenen angefertigt. Die Durchfuhrung einer Rontgenaufnahme innerhalb von 4
Stunden nach Krankenhausaufnahme fuhrt zu einer friheren antimikrobiellen
Behandlung sowie zu einer kirzeren Verweildauer im Krankenhaus [10]. Zusatzlich
konnen Komplikationen wie ein Pleuraerguss oder ein Lungenabszess fruhzeitig
diagnostiziert werden [133]. Von Nachteil ist, dass sich Infiltrate in etwa 21 % der Falle
erst im Verlauf entwickeln [47] und dass die Beurteilung der Infiltrate insbesondere bei
leichter und mittelschwerer Pneumonie untersucherabhangig ist [87].

Thorakaler Ultraschall

Die Thoraxsonografie weist einen hohen positiven pradiktiven Wert fur die Pneumonie
auf und erlaubt aulerdem die Diagnostik und Verlaufsbeurteilung von
Begleiterscheinungen wie einem Pleuraerguss oder Empyem [114]. Da zentrale
Infiltrationen nur schwer erfasst werden konnen und viele Behandler nur geringe
Erfahrung in der Thoraxsonografie haben, sollte diese jedoch nur zum Einsatz
kommen, wenn ein Rontgen-Thorax nicht zeitnah zur Verfugung ist [34].

Laborchemische Untersuchungen

Ergibt die klinische Untersuchung Hinweise auf eine Pneumonie, so kann die
Verdachtsdiagnose durch Entzindungsmarker wie die Leukozytenzahl, ein
Differentialblutbild, CRP und PCT erhartet werden. Diese Laborparameter sind vor
allem im ambulanten Bereich wichtig, wenn eine Rontgen-Thorax-Aufnahme nicht
zeitgerecht zur Verfigung steht [34].

Zwei Metaanalysen zeigten, dass eine CRP-Bestimmung die Verschreibung von
Antibiotika signifikant reduzieren konnte [18], [54]. Die NICE (National Institute for
Health and Care Excellence)-Guidelines empfehlen, bei einem CRP < 20 mg/L auf
eine antimikrobielle Therapie zu verzichten. Bei einem CRP zwischen 20 mg/L und
100 mg/L sollte gegebenenfalls im Verlauf mit einer antimikrobiellen Therapie
begonnen werden, wahrend bei einem CRP > 100 mg/L direkt eine antimikrobielle
Therapie angeboten werden sollte [93].

Fir PCT wurde ebenfalls eine erhebliche Reduktion in der Verschreibung von
Antibiotika nachgewiesen [124], [18]. Dartuber hinaus konnte gezeigt werden, dass



erhohte PCT-Werte mit einer vermehrten Mortalitat einhergehen [78] sowie als
Pradiktor fur Bakteriamie genutzt werden konnen [90].

Als weiterer Biomarker fur die Diagnose der CAP auf der Intensivstation wurde der
FAIM3:PLAC8-Quotient vorgeschlagen [125]. Proadrenomedullin [150] und Laktat [46]
waren mit einer erhohten Mortalitat an CAP assoziiert. Das Peptidhormon FGF21
scheint die 30-Tages-Mortalitat bei hospitalisierten CAP-Patienten sogar besser
vorhersagen zu konnen als Routinemarker wie CRP, PCT oder die Leukozytenzahl
[127].

Risikostratifizierung

Um einschatzen zu konnen, ob eine Pneumonie ambulant, stationar oder
intensivmedizinisch behandelt werden sollte, wird neben den Ergebnissen aus
Anamnese und korperlicher Untersuchung auf klinische Scores zurtckgegriffen.
Etabliert hat sich hier vor allem der CRB-65-Score (siehe Tabelle 1, Seite 25), der
relativ einfach zu erheben ist und zum CURB-65-Score erweitert werden kann [30], [9],
[83], [33]. Beim CRB-65-Score wird pro erfulltem Kriterium je ein Punkt vergeben,
wobei 0 Punkte fur ein niedriges Risiko (Mortalitat < 1 %), 1 bis 2 Punkte fur ein
mittleres Risiko (Mortalitat 1 - 10 %) und 3 bis 4 Punkte fur ein hohes Risiko (Mortalitat
> 10 %) sprechen [93]. Ab einem CRB-65-Score von 1 oder 2 sollte der Patient im
Krankenhaus behandelt werden, darunter kann eine ambulante Versorgung erwogen

werden.

Als etwa gleichwertige Alternative zum CRB-65-Score gibt es den Pneumonia Severity
Index (PSI) (siehe Tabelle 2 und 3, Seite 26), der allerdings aufwendiger zu erheben
ist [64]. In einer Metaanalyse von Yoon K Loke et al. stellte sich heraus, dass der PSI
eine hohere Sensitivitat und der CRB-65-Score eine hohere Spezifitat fur die Mortalitat

an Pneumonie aufweisen [79].

Mikrobiologische Diagnostik

Bei Patienten mit einer leichten Pneumonie, die ambulant behandelt werden, ist eine
mikrobiologische Diagnostik in der Regel nicht erforderlich. Bei Patienten mit
mittelschwerer oder schwerer Pneumonie, die im Krankenhaus behandelt werden,
sollte folgende Erregerdiagnostik erfolgen: Die Abnahme von zwei Blutkultur-Paaren,
ein Urin-Antigentest auf Legionellen, und falls moglich eine Sputumuntersuchung



mittels Gramfarbung und Kultur. Gegebenenfalls konnen auch ein Urin-Antigentest auf
Pneumokokken oder ein NAT (nuclear acid amplification) auf Influenza A/B
durchgefuhrt werden [34]. Sofern verfugbar und indiziert, kann auch
Tracheobronchialsekret mittels bronchoalveolarer Lavage (BAL) gewonnen werden
[130].

Differentialdiagnosen

Als Differentialdiagnosen sollten insbesondere Uberwasserung, Aspiration und nicht-
infektiose Infiltrate in Erwagung gezogen werden [34]. Unter anderem konnen
Herzerkrankungen (z. B. kardiale Dekompensation mit pulmonalen Infiltraten),
Nierenerkrankungen (z. B. akute oder chronische Niereninsuffizienz —mit
Uberwésserung, pulmorenales Syndrom bei Vaskulitis/ Kollagenose), strukturelle (z.
B. idiopathische Lungenfibrose) und maligne Lungenerkrankungen (z. B.
bronchoalveolares Karzinom) dem klinischen Befund und dem Ro&ntgenbild einer
Pneumonie ahneln. Auch die Akute Exazerbation einer COPD kann die Symptome
einer Pneumonie verursachen. Hier ist vor allem auf die Raucheranamnese zu achten.
Typisch sind auf’erdem ein chronisch persistierender Husten bzw. Auswurf sowie
Dyspnoe und obstruktive Nebengerausche.

1.1.3 Therapie

Die folgenden Empfehlungen zur Therapie der ambulant erworbenen Pneumonie
beziehen sich auf die S3-Leitlinie der Deutschen Gesellschaft fur Pneumologie und
Beatmungsmedizin (Update 2016) [34].

Patienten mit leichter Pneumonie ohne Komorbiditaten sollten als initiale
antimikrobielle Therapie der Wahl eine Monotherapie mit einem hochdosierten
Aminopenicillin erhalten. Alternativ konnen bei Penicillinallergie oder -unvertraglichkeit
ein Fluorchinolon (Moxifloxacin, Levofloxacin), ein Makrolid (Azithromycin,
Clarithromycin) oder ein Tetracyclin (Doxycyclin) gegeben werden.

Patienten mit leichter Pneumonie und definierten Komorbiditaten sollten ein
hochdosiertes Aminopenicillin/ Betalactamase-Inhibitor-Praparat erhalten. Bei
Penicillinallergie oder -unvertraglichkeit kann ein Fluorchinolon verabreicht werden.
Patienten mit mittelschwerer Pneumonie konnen ein Aminopenicillin/ Betalactamase-
Inhibitor-Praparat oder ein Cephalosporin der Klasse 2 oder 3a erhalten,

gegebenenfalls zusammen mit einem Makrolid. Die Makrolidtherapie sollte nach 3



Tagen beendet werden, falls keine atypischen bakteriellen Erreger nachgewiesen
werden und es zur klinischen Stabilisierung kommt.

Patienten mit schwerer Pneumonie sollten eine Kombinationstherapie aus einem
Betalactam mit breitem Spektrum (Piperacillin/ Tazobactam, Cefotaxim oder
Ceftriaxon) und einem Makrolid erhalten. Hier sollte die Makrolidtherapie ebenfalls
nach 3 Tagen abgesetzt werden, falls bei klinischer Stabilisierung keine atypischen
Erreger nachgewiesen werden. Bei Patienten ohne septischen Schock ist die
Monotherapie mit einem Fluorchinolon (Moxifloxacin, Levofloxacin) eine mogliche
Alternative.

Patienten mit Verdacht auf Pseudomonas aeruginosa sollten eine
Kombinationstherapie aus Piperacillin/ Tazobactam oder Imipenem bzw. Meropenem
plus Ciprofloxacin oder Levofloxacin oder einem Aminoglykosid (zusammen mit einem
Makrolid) erhalten.

Hospitalisierte Patienten mit Risikofaktoren und Verdacht auf Influenza sollten eine
frhzeitige kalkulierte Therapie mit Oseltamivir erhalten [92].

Die Standarddauer der antibiotischen Therapie betragt 7 Tage.

1.2 COPD

Die COPD (Chronic Obstructive Pulmonary Disease) ist eine nicht-infektiose
Lungenerkrankung, die durch das gemeinsame Auftreten von chronischer Bronchitis
und Emphysem gekennzeichnet ist. Sie geht mit einer progredienten Atemnot einher
und wird haufig durch Tabakrauch verursacht. Im Jahr 2016 stellte die COPD die
dritthaufigste Todesursache nach Ischamischen Herzkrankheiten und Schlaganfall dar
[158], und es wird angenommen, dass die COPD innerhalb der nachsten 15 Jahre zur
Haupttodesursache weltweit werden konnte [112].

Epidemiologie

Im Allgemeinen ist es schwierig, epidemiologische Angaben zur COPD zu machen, da
die Diagnosefindung nicht einheitlich gehandhabt wird. Insgesamt ist die Dunkelziffer
sehr hoch, insbesondere in Landern mit geringem Einkommen [69]. Die Global Burden
of Disease Study 2016 zeigte fur die COPD eine Pravalenz von 251 Millionen Fallen
weltweit auf. Im Jahr 2015 waren 3,17 Millionen Todesfalle auf COPD zurtckzufihren,

davon traten 90 % in Landern mit geringem oder mittlerem Einkommen auf [157]. Von
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1990 bis 2015 ist die Pravalenz der COPD um 44,2 % angestiegen, die Zahl der
Todesfalle stieg um 11,6 % auf 3,2 Millionen [132].

In Deutschland ergab sich in der Studie GEDA 2014/2015-EHIS eine 12-Monats-
Pravalenz der bekannten COPD von insgesamt 5,8 % (5,8 % bei Frauen und 5,7 %
bei Mannern). Dabei gaben die teilnehmenden Personen in einem Fragebogen selbst
an, ob sie innerhalb der letzten 12 Monate an COPD erkrankt waren, oder nicht. Die
12-Monats-Pravalenz stieg bei beiden Geschlechtern mit dem Alter deutlich an.
Insgesamt bestand die COPD bei Frauen und Mannern in der unteren Bildungsgruppe

haufiger als in hoheren Bildungsgruppen [117]

Definition

Die COPD ist gekennzeichnet durch eine persistierende und Uublicherweise
progrediente Atemwegsobstruktion. Diese ist im Wesentlichen auf zwei Ursachen
zurlckzuflhren: Zum Einen auf eine Entzindung der kleinen Atemwege (obstruktive
Bronchiolitis), zum Anderen auf eine Destruktion von Lungengewebe (Emphysem).
Wie hoch der Anteil beider Prozesse am Krankheitsbild ist, ist variabel. Insbesondere
bei Belastung kann es zum Kollaps der Atemwege kommen, wodurch eine weitere

Uberblahung der Lunge hervorgerufen wird [152].

1.2.1 Atiologie

Die Hauptursache der COPD ist Tabakrauch (sowohl Aktiv- als auch Passivrauchen)
[81]. Obwonhl die Anzahl an Rauchern von 1990 bis 2015 abgenommen hat, gab es im
Jahr 2015 noch 1,1 Milliarden Raucher weltweit [159]. Zigarettenraucher haben eine
hohere Pravalenz an respiratorischen Symptomen und Stérungen der normalen
Lungenfunktion. Die jahrliche Abnahme des FEV+1 und die Mortalitat an COPD sind

hoher als bei Nichtrauchern [63].

Andere Risikofaktoren sind Umweltnoxen (Biomassenexposition, Luftverunreinigung),
berufsbedingte inhalative Noxen (organische und anorganische Staube, irritativ
wirkende Gase und Dampfe). Auch die genetische Pradisposition (z. B. Alpha-1-
Antitrypsin-Mangel), intrauterine  und  fruhkindliche  Einwirkungen  sowie
Atemwegsinfektionen in der Kindheit erhohen die Wahrscheinlichkeit fur das spatere
Auftreten einer COPD [152]. Mit 3 Milliarden Menschen ist fast die Halfte der
Weltbevodlkerung in besonderem MalRe Abgasen aus der Verbrennung von Biomasse
ausgesetzt, zum Beispiel beim Kochen mit Holz, Heizen mit Kohle etc.. Die Bedeutung
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dieser Belastung wird zunehmend als weitere Ursache fur die Entwicklung einer COPD
diskutiert [120].

1.2.2 Klinische Symptomatik

Zu den Fruhsymptomen der COPD kann chronischer Husten, gegebenenfalls mit
Auswurf, gehoren. Oft entwickelt sich jedoch auch eine Belastungsdyspnoe ohne
Husten und Auswurf. Ebenso konnen ein thorakales Engegefuhl und pfeifende
Atemgerausche vorkommen [152].

1.2.3 Diagnostik

Die Diagnose @ COPD soll anhand von Anamnese (einschlief3lich
Expositionsanamnese), klinischer Symptomatik (Belastungsdyspnoe, Husten,
Auswurf) sowie der Lungenfunktionsprufung vor und nach Bronchodilatation gestellt
werden [152]. Die globale Initiative GOLD definiert die Obstruktion als
postbronchodilatatorisch gemessenen Tiffeneau Index (FEV1/FVC) < 70% oder
alternativ als FEV1/FVC < als die untere Normgrenze (lower limit of normal, LLN).
Dabei ist eine spirometrisch gemessene Bronchialobstruktion nicht mit der Diagnose
COPD gleichzusetzen. Die persistierende Bronchialobstruktion ist zwar notwendiges

Diagnosekriterium fur die COPD, allerdings kann sie auch andere Ursachen haben.

Die COPD kann durch  Ganzkorperplethysmographie,  Blutgasanalyse,
Diffusionskapazitat fur Kohlenmonoxid, Bildgebung (Rontgenthoraxaufnahme) und

standardisierte Belastungstests (6-Minuten-Gehtest) weiter charakterisiert werden.

Um den Schweregrad der COPD zu beschreiben, scheint FEV1 der beste einzelne
Prognosefaktor zu sein. Es besteht jedoch nur eine schwache positive Korrelation
zwischen FEV1 und dem Ausmal der Atemnot oder der Anzahl an Exazerbationen pro
Jahr [140].

Nach GOLD wird die COPD in vier Gruppen A, B, C und D unterteilt [42] (siehe Abb.
1, Seite 13). Dabei wird zum einen die Anzahl an Exazerbationen pro Jahr erfasst.
Mindestens eine stationar behandelte (schwere) oder mindestens zwei ambulant
behandelte (mittelschwere) Exazerbationen gelten als erhohtes Risiko und werden den
Stadien C oder D zugeordnet. Zum anderen werden die Symptome mittels mMRC
(modified Medical Research Council) Skala, CAT (COPD Assessment Test) oder CCQ
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(COPD Control Questionnaire) erfasst. Dabei gelten ein mMMRC = 2, ein CAT = 10 oder
ein CCQ 2 1 als erhohtes Risiko und werden den Stadien B oder D zugeordnet.

Exazerbationen

= 2 oder
1 mit Krankenhaus- C
behandlung

D

<1
Ambulant
behandelt A

bt

mMRC < 1 mMRC = 2
CAT <10 CAT =210
CCQ <1 cCQ=1

Symptome

Abbildung 1: GOLD-Klassifikation; aus: S2k-Leitlinie zur Diagnostik und Therapie von Patienten mit
chronisch obstruktiver Bronchitis und Lungenemphysem (COPD) [152]

1.2.4 Therapie

Zur Therapie der COPD stehen vor allem Bronchodilatatoren und antiinflammatorisch
wirksame Substanzen zur Verfugung. Bronchodilatatoren sind die Basismedikamente
zur Linderung der Beschwerden. Sie kdnnen bedarfsorientiert bei akuter Atemnot oder
regelmalig eingesetzt werden. Dabei werden kurzwirksame (SAMA = short-acting
muscarinic-antagonist, SABA = short-acting beta-agonist) von langwirksamen (LAMA
= long-acting muscarinic-antagonist, LABA = long-acting beta-agonist)
Bronchodilatatoren unterschieden. LAMAs und LABAs sollen in der Dauertherapie den
kurzwirksamen Substanzen vorgezogen werden, mit Ausnahme von Patienten mit
geringer Symptomatik [152]. Inhalative Kortikosteroide (ICS) konnen erwogen werden,
wenn trotz adaquater Behandlung mit langwirksamen Bronchodilatatoren

Exazerbationen auftreten. Dabei sollten eine Monotherapie sowie eine
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Langzeitbehandlung mit ICS vermieden werden [152]. In begrindeten Ausnahmefallen
konnen auch Theophyllin oder Roflumilast gegeben werden.

Welche Medikamente eingesetzt werden, wird individuell in Abhangigkeit von den
Symptomen, der Anzahl an Exazerbationen, dem Ansprechen sowie weiteren
Komorbiditaten entschieden.

Zu den nicht-medikamentdsen Therapieoptionen gehoren Nikotinkarenz, korperliches
Training, physiotherapeutisches Atemtraining und Schutzimpfungen (Influenza,
Pneumokokken). In fortgeschritteneren Stadien kommen Sauerstoff-Langzeittherapie,
nicht-invasive Beatmung, Lungenvolumenreduktion sowie Lungentransplantation zum

Einsatz.

1.2.5 Akute Exazerbationen der COPD

Eine akute Exazerbation der COPD (AECOPD) ist definiert als eine akute, Uber
mindestens 2 Tage anhaltende Verschlechterung der respiratorischen Symptomatik
mit der Notwendigkeit einer Intensivierung der Therapie. Mehrere Studien zeigten,
dass eine stattgehabte Exazerbation das Risiko fur weitere Exazerbationen sowie die
Mortalitat erheblich erhoht [44], [154], [135]. Dabei steigt das Mortalitatsrisiko mit jeder
neuen Exazerbation weiter an, nach der zehnten Exazerbation ist das Mortalitatsrisiko
in etwa funfmal so hoch wie nach der ersten Exazerbation [135]. Eine fruhzeitige
Diagnostik ist wichtig, um eine Exazerbation adaquat therapieren zu konnen und das
Risiko fur Komplikationen moglichst gering zu halten.

Atiologie und Pathogenese

Triggerfaktoren fur eine akute Exazerbation bei COPD sind meist Viren oder Bakterien,
welche die unteren Atemwege befallen und die Entzindungsaktivitat verstarken [155].
Dadurch kommt es zu einer vermehrten Bronchokonstruktion und Schleimproduktion
mit Uberbldhung. Bei manchen Patienten treten Exazerbationen sehr haufig auf
(sogenannte ,Frequent Exacerbator®), wohingegen andere Patienten weitestgehend
verschont bleiben. Die Ursachen dafur sind nicht abschlieRend geklart. Eine vermehrte
Anzahl an Eosinophilen im Blut scheint mit einem erhdhten Risiko fur schwere
Exazerbationen assoziiert zu sein [149]. Die Einwanderung von neutrophilen
Granulozyten und die Ausschittung von Zytokinen wie Interleukin-8 scheinen
pathogenetisch eine Rolle zu spielen [111], [29].
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Klinik und Diagnostik

Die Diagnose wird in der Regel klinisch gestellt. Die Mehrzahl der Patienten wird durch
eine Zunahme von Dyspnoe und Husten auffallig, zusatzlich kdnnen Sputumvolumen
und -purulenz verandert sein. Bei leichten Exazerbationen kann auf weitere Diagnostik
verzichtet werden. Bei hospitalisierten Patienten sollte immer auch eine
Labordiagnostik (CRP, ggf. PCT), eine Sputumdiagnostik sowie eine Rontgen-
Thoraxaufnahme  durchgefuhrt  werden.  Differentialdiagnostisch ~ kommen
beispielsweise eine dekompensierte Herzinsuffizienz, ein akutes Koronarsyndrom,
eine Lungenarterienembolie, eine Pneumonie sowie ein Pneumothorax in Frage.

Als weitere mogliche Biomarker wurden IGFBP7 [119], suPAR (soluble urokinase- type
plasminogen activator receptor) [45] und D- Dimere [163] vorgeschlagen. Proteoglykan
4 (PRG 4) zeigte in einer Studie sogar eine hohere Sensitivitat und Spezifitat als CRP
um Schweregrad und Exazerbationsfrequenz der COPD anzuzeigen [70].

Um speziell zwischen AECOPD und CAP zu unterscheiden, scheinen CRP, PCT und
Neopterin (NPT) als geeignet. Dabei waren CRP, PCT und Neopterin bei CAP-
Patienten im Vergleich zu AECOPD-Patienten signifikant erhoht, der CRP/NPT-
Quotient war bei AECOPD niedriger als bei CAP [106]. Insgesamt ist CRP der
Biomarker, der aktuell am besten untersucht, am gunstigsten und am weitesten
verbreitet ist [22], [24], und dem somit die grof3te Bedeutung zukommt, um die unnoétige

Verschreibung von Antibiotika zu vermeiden.

Therapie

Wahrend leichte Exazerbationen meist vom Patienten selbst mit kurzwirksamen
Bronchodilatatoren behandelt werden, wird bei mittelschweren Exazerbationen
zusatzlich ein systemisches Glucocorticosteroid und eventuell ein Antibiotikum
verordnet. Empfohlen wird eine Kurzzeittherapie, zum Beispiel 40 mg Prednisolon fur
5 Tage [74]. Antibiotika sollten nur bei klinischen Hinweisen auf eine bakterielle
Infektion gegeben werden [152]. Im Falle einer akuten hypoxamischen
respiratorischen Insuffizienz kann Sauerstoff verabreicht werden, bei schwerer

respiratorischer Insuffizienz sollte eine nicht-invasive Beatmung zur Verfugung stehen.

1.3 Extrazellulare Vesikel

In vielzelligen Organismen erfolgt die Kommunikation zwischen den einzelnen Zellen

vor allem Uber die Sekretion von Proteinen, welche an den Rezeptor einer Zielzelle
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binden und dort eine Signalkaskade auslosen. Zunehmend wird allerdings auch einem
alternativen Signalweg Bedeutung zugemessen, namlich der SignallUbertragung
mittels extrazellularer Vesikel.

Zellen konnen verschiedene Arten von Transportvesikeln in den Extrazellularraum
abgeben, die aus Vvielfaltigen Membran- und zytosolischen Bestandteilen
zusammengesetzt sind. Diese Vesikel werden im endosomalen System oder an der
Plasmamembran gebildet [129]. Eine besondere Form der extrazellularen Vesikel
stellen Exosomen dar. Diese haben einen Durchmesser von 40 — 100 nm und tragen
Signale wie bioaktive Lipide, Zytokine, Wachstumsfaktoren, Rezeptoren und
genetisches Material [58]. Insbesondere in der Tumorforschung [72], [32], aber auch
in anderen Bereichen wie zum Beispiel beim Verstandnis neurodegenerativer
Erkrankungen [123] gewinnt die Zell-Zell-Interaktion mittels extrazellularer Vesikel
zunehmend an Bedeutung, ob als moglicher Biomarker oder therapeutischer
Angriffspunkt [57].

Formen extrazellulédrer Vesikel

Extrazellulare Vesikel konnen anhand ihrer Entstehung in 3 Hauptklassen eingeteilt
werden: 1. Mikrovesikel oder Ektosomen, die durch Knospung und Abspaltung der
Plasmamembran entstehen. 2. Exosomen, die innerhalb des endosomalen Netzwerks
gebildet und bei der Fusion von multivesikularen Korpern mit der Plasmamembran
freigesetzt werden. 3. Apoptotische Korper, die als Blaschen von Zellen freigesetzt
werden, die einer Apoptose unterliegen. Daruber hinaus werden extrazellulare Vesikel
auch von niederen Organismen wie Bakterien oder Parasiten gebildet [161].

Entstehung

Extrazellulare Vesikel konnen zum einen direkt an der Plasmamembran gebildet
werden. Durch Abknospung in den Extrazellularraum entstehen dann Mikrovesikel,
umhdullte Viren oder Membranpartikel. Zum anderen konnen extrazellulare Vesikel in
inneren Kompartimenten gebildet werden, von wo aus sie anschlielend durch Fusion
dieser Kompartimente mit der Plasmamembran sezerniert werden (siehe Abb. 2, Seite
17). In solchen multivesikularen Endosomen erzeugte Vesikel werden Exosomen
genannt, sobald sie die Zelle verlassen haben. Eine Genese aus multivesikularen
Kompartimenten wird auch fur sogenannte exosomenahnliche Vesikel angenommen
[143].
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Abbildung 2: Entstehung extrazellulédrer Vesikel; aus: Membrane vesicles as conveyors of immune
responses [143]

Zusammensetzung

Exosomen enthalten Zytosol und weisen eine zur endosomalen Membran inverse
Membrantopologie auf. Das innere Blatt der exosomalen Membran ist dem Zytosol
zugewandt, wahrend das aulRere Blatt an den Extrazellularraum angrenzt [123]. Die
genaue Zusammensetzung an Lipiden, Proteinen und Nukleinsauren ist abhangig von
der Ursprungszelle sowie ihrem molekularen Status und Aktivierungszustand. So
tragen Vesikel zum Beispiel MHC-Molekule, wenn sie von Antigenprasentierenden-
Zellen abstammen [141]. Einige Proteine sind auf fast allen Exosomen in hoher Zahl
vorhanden und dienen daher als Markerproteine. Dazu gehdren zum Beispiel CDG,
CD81 und CD63 [67].

Signallibertragung

Indem die Vesikel Zelltyp-spezifische Adhasionsmolekule an ihrer Oberflache tragen,
konnen sie mit bestimmten Zellen interagieren und ihre ,Signale” wie bioaktive Lipide,
Zytokine, Wachstumsfaktoren, Rezeptoren und genetisches Material weitergeben
(siehe Abb. 3, Seite 18). Die Komplexitat dieser Signalgebung geht Uber die
sezernierter l6slicher Signalmolekule hinaus und ahnelt eher der direkten Zell-Zell-
Interaktion.



So kdnnen zum Beispiel Transmembranproteine auf die Plasmamembran ubertragen
werden und eine Signallubertragung auslésen (1). Transkriptionsregulatoren konnen in
den Kern Ubertragen werden und die Promotoraktivitat regulieren (2). mRNAs oder
miRNAs kdnnen ubertragen werden und das Translationsprofil beeinflussen (3). Von
Spenderzellen abgeleitete c¢DNAs (z. B. fur c¢-Myc) konnen in das
Empfangerzytoplasma (4) abgegeben oder aus revers-transkribierten mRNAs erzeugt
werden (5). Retrotransposons und andere DNA-Elemente von Mikrovesikeln kdnnen
in das Genom der Empfangerzelle integriert werden (6). All diese Signalwege kdnnen
den Phanotyp der Empfangerzelle kurz- oder langfristig verandern [17].

A 3VV\

\ > \ ~
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ERVY N
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Abbildung 3: Interzelluldre Kommunikation durch Mikrovesikel; aus: Gesicles: Microvesicle ,Cookies*
for Transient Information Transfer Between Cells [17]

Extrazelluldre Vesikel spielen eine Rolle bei der Immunantwort

In Bezug auf das Immunsystem wurde gezeigt, dass extrazellulare Vesikel von
Immunzellen und Nicht-Immunzellen die Immunantwort positiv. und negativ
beeinflussen kdnnen [118]. EV-assoziierte Zytokine, Lipidmediatoren und microRNAs
tragen zum Voranschreiten entzundlicher Erkrankungen bei; aul3erdem enthalten EVs
Proteasen und Glycosidasen, welche an der Gewebezerstorung beteiligt sein konnen
[19]. Daruber hinaus konnen infizierte Zellen Exosomen sezernieren, welche von
Pathogenen abgeleitete Antigene tragen und somit antigenprasentierende Funktionen
ubernehmen kdnnen [20].
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Extrazelluldre Vesikel im Blut

Extrazellulare Vesikel konnten in samtlichen Korperflissigkeiten nachgewiesen
werden, unter anderem im Urin [105], im Speichel [160], in der Galle [82], im Liquor
[134], in BAL-Flussigkeit [2] und im Blut [6]. Die extrazellularen Vesikel im Blut
stammen vor allem von Zellen, die die Blutgefale auskleiden, und von verschiedenen
Blutzellen. Dabei ist die grofte Einzelpopulation von extrazellularen Vesikeln im
Plasma positiv fur plattchenspezifische Marker wie CD41a, CD61 und GPIb [6]. Man
geht davon aus, dass diese ca. 25 % der Vesikel im Gesamtblut ausmachen [6].
Daruber hinaus wurde gezeigt, dass Protein- und RNA-Gehalt sowie die Anzahl an
extrazellularen Vesikeln im Plasma durch verschiedene pathologische Zustande
verandert werden. Dies spricht dafur, dass im Blut auch extrazellulare Vesikel von
anderen Zellen, zum Beispiel Tumorzellen [103], vorhanden sind. Auch ein veranderter
physiologischer Status, wie zum Beispiel wahrend der Schwangerschaft, kann die
Zusammensetzung der extrazellularen Vesikel im Blut verandern und so zu einer
Immunsuppression beitragen [138]. Da die Ladung der Exosomen vor enzymatischem
Abbau geschutzt ist, zirkuliert diese langer im Blut, als andere Mediatoren wie zum
Beispiel Zytokine [161].

Fliissige Biopsien

Wie genau Exosomen gebildet werden, und welche Funktionen im menschlichen
Organismus sie ubernehmen, ist noch nicht abschlielend geklart. Der ,Ladung“ der
extrazellularen Vesikel konnte jedoch als diagnostischer Biomarker eine Bedeutung
zukommen, da diese von Art und Aktivierung der Ursprungszelle abhangt. Somit stellt
die Charakterisierung extrazellularer Vesikel eventuell eine Moglichkeit dar,
Ruckschlusse auf Zellen zu schliel®en, ohne diese tatsachlich, zum Beispiel mittels
Biopsie, untersuchen zu mussen. Die Nutzung extrazellularer Vesikel aus dem Blut als
sogenannte ,Liquid Biopsie“ konnte auf Protein-, mMRNA- oder DNA-Ebene erfolgen.
Ansatze in diesem Bereich gibt es bereits, um zwischen verschiedenen Tumor-
Subtypen zu unterscheiden [113], aber auch bei entzindlichen Erkrankungen konnten
extrazellulare Vesikel diagnostisch eine Rolle spielen [11], [41].
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1.4 Fragestellung

Die ambulant erworbene Pneumonie und akute Exazerbationen der COPD sind zwei
haufige Krankheiten, die sowohl in Deutschland als auch weltweit mit einer hohen
Morbiditat und Mortalitat einhergehen. Da beide Erkrankungen zu einer ahnlichen
Symptomatik fuhren konnen, fallt es im klinischen Alltag oft schwer, sie voneinander
abzugrenzen. Die Therapieansatze sind jedoch unterschiedlich, sodass es essentiell
ist, frihzeitig die richtige Diagnose zu stellen. Dies kann unter anderem dazu dienen,
unndtige Verordnung von Antibiotika vermeiden. Daruber hinaus hat die Einschatzung
des Schweregrads der Erkrankung insbesondere bei der Pneumonie therapeutische

Konsequenzen.

Benotigt werden daher Biomarker, die moglichst schnell und wenig invasiv zu
bestimmen sind, und bei Gesunden, Pneumonie-Patienten und Patienten mit

exazerbierter COPD in unterschiedlicher Auspragung vorkommen.

In dieser Arbeit wurden die Oberflachenproteine von kleinen Extrazellularen Vesikeln
(seV = small Extracellular Vesicles) als mogliche neue Biomarker in der Diagnostik
entzundlicher  Lungenerkrankungen untersucht. Dabei standen folgende
Fragestellungen im Vordergrund:

Unterscheiden sich die Oberflachenproteine von kleinen extrazellularen Vesikeln im
Plasma von Gesunden, Pneumonie-Patienten und akut exazerbierten COPD-

Patienten?

Welche Oberflachenproteine von kleinen extrazellularen Vesikeln sind besonders

geeignet, um zwischen diesen drei Gruppen zu unterscheiden?

Welche Oberflachenproteine von kleinen extrazellularen Vesikeln eignen sich zur
Beurteilung des Schweregrades einer Pneumonie?
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Studiendesign

Bei der zugrunde liegenden Studie handelt es sich um eine explorative Pilotstudie.
Die Studie Biolnflame wurde durch die Ethikkommission der Charité-
Universitatsmedizin Berlin (EA2/030/09) sowie der Philipps-Universitat Marburg
(55/17) genehmigt.

2.1.2 Studienpopulation

Fur die vorliegende Studie wurden insgesamt 98 Patienten rekrutiert. Darunter waren
36 CAP-Patienten, 19 AECOPD-Patienten und 43 Kontrollprobanden.

Die Rekrutierung der CAP- und AECOPD-Patienten erfolgte von November 2017 bis
April 2018 Uber die pneumologische Station sowie Uber die endokrinologische und die

gastroenterologischen Stationen des Universitatsklinikums Marburg.

Pneumonie- Patienten

Einschlusskriterien fur die CAP-Patienten waren ein Infiltrat im Rontgen-Thorax sowie
eine fur die Pneumonie typische KIlinik und erhohte Infektparameter (CRP,
Leukozyten).

COPD-Patienten

Einschlusskriterien fur die AECOPD-Patienten waren eine akute respiratorische
Verschlechterung bei COPD ohne Pneumonie sowie erhohte Infektparameter (CRP,
Leukozyten).

Differenzierung CAP und AECOPD

Um zwischen CAP und AECOPD zu unterscheiden, wurde insbesondere auf die
Ergebnisse der Rontgen-Thorax-Aufnahme geachtet. Waren diese nicht eindeutig,
wurde die Hohe der Infektparameter zur genaueren Differenzierung herangezogen. Ab

einem CRP von 35 mg/dL wurde der Patient eher einer Pneumonie zugeordnet.
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Ausschlusskriterien

Ausschlusskriterien fur alle Patienten waren HIV, Hepatitis, Immunsuppression (zum
Beispiel durch Medikamente, Tumorerkrankungen oder andere
immunkompromittierende  Krankheiten), eine aktuelle Tumortherapie oder
Schwangerschaft. Fielen im Labor eine erhohte ALT/ AST oder eine Lymphozytopenie
auf, wurde der Patient ebenfalls ausgeschlossen.

Kontrollprobanden

Die Rekrutierung der Kontrollprobanden erfolgte Uber das Stationare Aufnahme- und
Regelprozessplanungs-Terminal StAR-T des Universitatsklinikums Marburg.
Einschlusskriterium war ein Mindestalter von 55 Jahren.

Ausschlusskriterien waren - zusatzlich zu den bereits genannten - klinische Hinweise

auf einen akuten Infekt oder erhdhte Infektparameter.

Die Speicherung der Daten erfolgte pseudonymisiert. Eine schriftliche
Einverstandniserklarung lag bei allen Studienteilnehmern vor.

Nach Ablauf des Rekrutierungs-Zeitraums wurden 12 Pneumonie-Patienten, 9
AECOPD-Patienten und 22 Kontrollprobanden nachtraglich ausgeschlossen, da im
Verlauf des Klinikaufenthalts noch Ausschlusskriterien wie zum Beispiel eine
Tumorerkrankung aufgefallen oder die Daten unvollstandig waren.

2.1.3 Datenerhebung
CAP- und COPD-Patienten

Anamnese

Die Anamnese erfolgte mit Hilfe eines Fragebogens (siehe Tab. 12 und 13, Seite 83
und 84). Bei CAP- und COPD-Patienten wurden Alter, Geschlecht, Grol3e, Gewicht,
BMI sowie Vorerkrankungen und Medikamenteneinnahme erhoben. Auf eine
antibiotische Vorbehandlung sowohl vor Krankenhausaufnahme als auch im
Krankenhaus wurde besonders geachtet.

Daruber hinaus wurde der Raucherstatus in Pack Years erhoben. Ein
vorangegangener Krankenhausaufenthalt innerhalb der letzten vier Wochen sowie ein
Pflegeheimaufenthalt wurden erfragt.
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Bei COPD-Patienten wurde zusatzlich nach vorhandenen Allergien, der Anzahl an
Exazerbationen pro Jahr sowie der Abhangigkeit der Symptome von der Jahreszeit

gefragt.

Kérperliche Untersuchung

Im Rahmen einer korperlichen Untersuchung wurden Atemfrequenz, Blutdruck, Puls,
Sauerstoffsattigung, Temperatur sowie orientierend der Bewusstseinszustand erfasst.
Lagen bereits frihere Daten zur korperlichen Untersuchung aus der Notaufnahme vor,
so wurden diese Daten vorrangig verwendet, um moglichst genau die Situation des

Patienten bei Aufnahme in das Krankenhaus darzustellen.

Laborbefunde
Die Laborbefunde vom Aufnahmetag wurden erfasst, zum Zeitpunkt der Blutentnahme
fur die Studie wurde auRerdem ein Differentialblutbild angefertigt. Falls vorhanden,

wurden die Ergebnisse einer Blutgasanalyse zum Aufnahmezeitpunkt notiert.

Mikrobiologie
Die Ergebnisse mikrobiologischer Testungen aus Blutkultur, Sputum oder Urin wurden
erfasst, falls vorhanden. Auch das Ergebnis eines moglichen Influenza-Tests wurde

aufgenommen.

Réntgen-Thorax
Bei den Befunden der Rontgen-Thorax-Untersuchung wurde insbesondere auf
mogliche Pleura-Infiltrate oder -Ergusse geachtet.

Scores

Anhand der erhobenen Daten wurden verschiedene Scores berechnet:

Bei CAP-Patienten wurden der CRB-65-Score, der CURB-Score sowie der PSI nach
Fine bestimmt.

Bei AECOPD-Patienten wurde das GOLD-Stadium erhoben.
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Kontrollprobanden

Wie bei CAP-und COPD-Patienten auch wurden Alter, Geschlecht, Groe, Gewicht,
BMI sowie Vorerkrankungen und Medikamenteneinnahme erhoben
(Datenerfassungsbogen siehe Tab. 14, Seite 85).

Im Labor wurden das CRP sowie ein Differentialblutbild bestimmt.

2.1.4 Blutproben

Den Studienteilnehmern wurde moglichst innerhalb von 24, maximal innerhalb von 72
Stunden nach Ankunft in der Universitatsklinik Blut in ein Serum-Roéhrchen und ein
EDTA-Ro6hrchen abgenommen. Beide Proben wurden zunachst bei Raumtemperatur
gelagert.

Das EDTA-Rohrchen wurde fur 10 Minuten bei 3000 g zentrifugiert, die Plasma-Phase
wurde in ein sauberes Rohrchen ubertragen und bei -80 °C gelagert.

2.2 Methoden

2.2.1 Kilinische Scores
Um den klinischen Status der Patienten darzustellen, wurden folgende Scores

bestimmt:

Body-Mass-Index (BMI)
Um das Korpergewicht der Patienten in Bezug zu ihrer Korpergrofie zu setzen, wurde
der BMI anhand folgender Formel berechnet:

Gewicht in kg

Grofde in m2

Pack Years

Das Packungsjahr (engl. Pack Year) beschreibt die Rauchdosis von
Zigarettenrauchern. Sie wurde berechnet, indem die Zahl der pro Tag gerauchten
Zigarettenpackungen mit der Zahl der Raucherjahre multipliziert wurde. Da die

Packungsgrofie nicht einheitlich ist, wurde mit 20 Zigaretten pro Packung gerechnet.
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CRB-65-Index und CURB

Der CRB-65-Index ist ein klinischer Score, mit dem der Schweregrad einer ambulant
erworbenen Pneumonie abgeschatzt werden kann (siehe Tab. 1, Seite 25). Die
einzelnen Buchstaben stehen fur die englische Bezeichnung der klinischen Befunde.
Fir jedes festgestellte Kriterium wurde ein Punkt vergeben, die hochstmogliche
Punktzahl war 4. Patienten mit 0 Punkten konnen ambulant behandelt werden
(Mortalitat 1,2 %), bei 1 oder 2 Punkten sollte eine stationare Behandlung in Erwagung
gezogen werden (Mortalitat 8,15 %), bei 3 oder 4 Punkten ist eine
Krankenhausaufnahme dringend erforderlich (Mortalitat 31 %) [77].

Tabelle 1: CRB-65-Index

Befund Punkte
Bewusstseinstriibbung 1
Atemfrequenz 2 30/min 1
Diastolischer Blutdruck < 60mmHg oder 1
Systolischer Blutdruck< 90mmHg

Alter 2 65 Jahre 1

Eine Variante des CRB-65-Index ist der CURB. Dabei wurde der rein klinische Index
um einen Laborparameter, den Harnstoff-Stickstoff (U), erganzt. Betrug der Wert fur
Harnstoff > 7 mmol/L, wurde ein weiterer Punkt vergeben. Das Alter des Patienten

blieb unberucksichtigt.

Pneumonia Severity Index (PSI) nach Fine

Um Morbiditdt und Mortalitdt von Patienten mit ambulant erworbener Pneumonie
besser einschatzen zu konnen, wurde der PSI erhoben, wie von Fine et al. beschrieben
[36] (siehe Tab. 2, Seite 26). Dabei wurden 20 Parameter bestimmt, zu denen 3
demografische Faktoren, 5 Begleiterkrankungen, 5 Ergebnisse aus der korperlichen
Untersuchung sowie 7 Ergebnisse aus Labor und Radiologie gehodrten. Anhand des
aus diesen Parametern berechneten Punktwertes erfolgte dann die Einteilung in 5
Risikoklassen (siehe Tab. 3, Seite 26).
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Tabelle 2: Pneumonia Severity Index

Eigenschaft

Vergebene Punkte

Demografische Faktoren

Alter

Alter in Jahren

Weibliches Geschlecht -10
Pflegeheimbewohner +10
Komorbiditaten

Neoplastische Erkrankung +30
Lebererkrankung +20
Herzinsuffizienz +10
Zerebrovaskuldre Erkrankung +10
Nierenerkrankung +10
Korperliche Untersuchungsbefunde
Bewusstseinseintriibung +20
Atemfrequenz 2 30/min +20
Systolischer Blutdruck < 90 mmHg +20
Temperatur < 35,0 °C/ 2 40,0 °C +15
Puls 2 125/min +10
Labor- und Réontgenbefunde

Arterieller pH < 7,35 +30
Harnstoff 2 30 mg/L +20
Natrium <130 mmol/L +20
Glukose 2 14 mmol/L bzw. 2 250 mg/di +10
Hamatokrit < 30 % +10
Sauerstoffpartialdruck < 60 mmHg +10
Pleuraerguss +10

Tabelle 3: PSI Risikoklassen

Punkte PSI Risikoklasse 30-Tages-Mortalitat
< 50 Jahre ohne 1 0,1 %
Risikofaktoren

<70 2 0,6 %

71-90 3 0,9 %

91-130 4 9,3 %

>130 5 27 %
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COPD-Stadien nach GOLD

Um den Schweregrad der COPD einschatzen zu kdnnen, wurden sowohl die alte als
auch die neue Klassifikation nach GOLD angewandt.

In der alteren GOLD-Klassifikation von 2003 [35] wird die COPD anhand des
Schweregrads der Obstruktion eingeteilt (siehe Tab. 4, Seite 27). Dabei liegt im
Stadium 1 nur eine leichte Einschrankung vor, wahrend Stadium 4 durch eine sehr

starke Einschrankung des FEV1 gekennzeichnet ist.

Tabelle 4: COPD Stadien nach GOLD 2003

GOLD Stadium Obstruktion Spirometrie

1 Leicht FEV1 =80 % vom Soll

2 Mittel 50 % < FEV1 <80 % vom Soll
3 Schwer 30 % < FEV1 <50 % vom Soll
4 Sehr schwer FEV1 <30 % vom Soll

Nach der neuen GOLD-Klassifikation von 2011 wurde die COPD anhand der
Symptomatik in vier Gruppen A, B, C und D unterteilt [42] (siehe Tab. 5, Seite 27).
Dabei wurde zum einen die Anzahl an Exazerbationen pro Jahr erfasst. Mindestens
eine stationar behandelte (schwere) oder mindestens zwei ambulant behandelte
(mittelschwere) Exazerbationen galten als erhohtes Risiko und wurden den Stadien C
oder D zugeordnet. Zum anderen wurden die Symptome mittels mMMRC (modified
Medical Research Council) Skala erfasst. Dabei galt ein mMMRC 2 2 als erhohtes Risiko

und wurde den Stadien B oder D zugeordnet.

Tabelle 5: COPD Stadien nach GOLD 2011

2 2 Exazerbationen oder 1
Exazerbation mit C D
Krankenhausbehandlung

< 1 Exazerbation (ohne A B
Krankenhausbehandlung)

mMRC = 1 mMRC 2 2
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mMRC
Um das Ausmal} der Atemnot darzustellen, wurde die modifizierte Dyspnoe-Skala des
Medical Research Council [84] angewendet (siehe Tab. 6, Seite 28). Die Angaben

hierzu wurden anamnestisch erhoben.

Tabelle 6: mMRC Dyspnoe Skala

mMRC-Grad Symptomatik

0 Luftnot nur bei schwerer Anstrengung

1 Luftnot bei schnellem Gehen oder bei leichten Anstiegen

2 Luftnot bedingt langsameres Gehen als Gleichaltrige oder

Stehenbleiben bei normalem Schritttempo
Luftnot bei einer Gehstrecke von etwa 100 m

4 Luftnot beim An- oder Ausziehen, das Verlassen des
Hauses ist nicht moglich.

2.2.2 EV-Array

Die in der Blutprobe enthaltenen Proteine wurden mittels Antikorper-Microarray
dargestellt. Dabei wurden zunachst 40 verschiedene Antikorper auf dem Array fixiert
(gespottet). AnschlieRend wurde die Plasmaprobe auf das Array aufgebracht, sodass
die entsprechenden Antigene vom jeweiligen immobilisierten AntikOrper gebunden
wurden. Die gebundenen Antigene wurden daraufhin mit Hilfe eines zweiten
spezifischen Antikorpers markiert (Detektionsantikorper). Der so entstandene
Komplex wurde dann detektiert und quantifiziert.

Der EV-Array wurde durchgefuhrt wie von Baek und Jgrgensen 2015 beschrieben [55].
Die Messungen wurden von der Abteilung fur klinische Immunologie der

Universitatsklinik Aalborg vorgenommen.

Produktion der Microarrays

Die Protein-Microarrays wurden auf Epoxid-beschichteten Objekttragern (75,6 mm,
25,0 mm; SCHOTT Nexterion, DE) hergestellt. Der Druck wurde von einem SpotBot®
Extreme Protein Edition Microarray-Drucker mit einem 946MP4-Stift (Arraylt
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Corporation, CA, USA) durchgefuhrt. Als Positivkontrolle wurden 100 pg / ml
biotinyliertes Human-1gG verwendet. Als Negativkontrolle diente PBS mit 5 % Glycerin.
Nach dem Druckvorgang wurden die Objekttrager Uber Nacht bei Raumtemperatur
getrocknet, bevor sie der weiteren Analyse zugefuhrt wurden.

Als Anti-Human-Antikorper wurden genutzt: ITGAL (HI111; Ab Biotec, CA, USA);
EGFR (Antibodies-online.com, DE); CD146 (P1H12), Flotillin-1, HBEGF (4G10), HLA-
DR (L243), Hsp90 (IGF1), Nucleophosmin (FC82291), Tsg101 (Abcam, GB);
Osteopontin, SFTPD (VIF11; Acris Antibodies GmbH, DE); CD16 (3G8), CD28 (L293;
BD Biosciences, CA, USA); Alix (3A9), CD63, HLA-A/B/C (W6/32), HLA-DR (HL-40;
Biolegend, CA USA); ICAM-1 (R6.5; eBiosciences, MA, USA); CD9, CD81, CTLA4
(ANC152.2/8H5; LifeSpan Biosciences, WA, USA); SP-A (6F10; Novus Biologicals,
CO, USA); Annexin V, CD106 (HAE-2Z), CD142 (323514), CD4 (34930), CD45 (2D1),
CD80 (37711), LAMP2 (H4A3), MIC-A/B (159207), TNF-R-I, TNF-R-II, Tspan8 (45811;
R&D Systems, MN, USA); AREG (S-13), Coilin (F-7), HoxA7 (743C1A), TLR3 (TLR3.7;
Santa Cruz Bio, TX, USA); PD-L1 (Sino Biological Inc, China); HLA-DR/DP/DQ (HB-
145; Loke Diagnostics Aps, DK); CD62E (ThermoFisher Scientific, MA, USA). Alle
Antikorper wurden mit PBS mit 5 % Glycerin verdinnt und in dreifacher Ausfertigung
mit 200 pg / ml gedruckt.

Darstellung der Proteine

Die EV-Array-Analyse wurde bis auf einzelne Anderungen durchgefiihrt wie von
Jargensen et al. 2013 beschrieben [58]. Nachdem der Microarray-Objekttrager
geblockt wurde (50 mM Ethanolamin, 100 mM Tris, 0,1 % SDS, pH 9,0), wurden 10 yL
Plasmaprobe, die 1: 10 in Waschpuffer (0,2 % Tween®20 in PBS) verdunnt war, zu
jeder Vertiefung einer Multi-Well-Hybridisierungskassette dazugegeben (Arraylt
Corporation). Die Proben wurden dann 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert,
gefolgt von einer Inkubation uber Nacht bei 4 °C. Nach einer kurzen Wasche wurden
die Objekttrager mit einem Cocktail aus biotinylierten Detektionsantikdrpern
(Antihuman-CD9, -CD63 und -CD81, LifeSpan BioSciences), welche 1: 1.500 in
Waschpuffer verdunnt waren, inkubiert. Die Spots wurden in einem anschlieRenden
30-mindtigen Inkubationsschritt mit 1: 1.500 in Waschpuffer verdinntem Cy5-
markiertem Streptavidin (ThermoFischer Scientific) sichtbar gemacht. Vor dem
Scannen wurden die Objekttrager zunachst in Waschpuffer, dann in ultrareinem/

entionisiertem Wasser gewaschen und anschlieBend unter Verwendung einer
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Microarray-HighSpeed-Zentrifuge (Arraylt Corporation) getrocknet. Das Scannen
wurde durchgefuhrt wie von Baek und Jgrgensen 2015 beschrieben [55]. Die Spots

wurden automatisch detektiert und anschlielRend manuell verifiziert.

2.2.3 Statistische Methoden

Die statistische Auswertung erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. rer. nat. Anna Lena
Jung und Dr. rer. nat. Wilhelm Goswin Bertrams aus der AG Schmeck.

Als Statistiksoftware wurden GraphPad Prism Version 6 und R Version 3.5.1 genutzt.
Das mittlere Signal der Triplikate wurde bei 635nm hintergrundkorrigiert (anstelle der
Plasmaprobe wurde PBS verwendet). Vor der weiteren Analyse wurden die
Signalwerte der Antikorper log2-transformiert.

Um zu untersuchen, ob zwischen den Patientengruppen signifikante Unterschiede
bestehen, wurden Mann-Whitney-U-Tests durchgefuhrt (wenn nicht anders
angegeben). Um der a-Fehler-Inflation entgegenzuwirken, wurde die Bonferroni-Holm-
Prozedur angewandt. P-Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen.
Zur ldentifikation besonders aussagekraftiger Biomarker wurden ROC (Receiver
Operating Characteristic) — Kurven erstellt. Die Richtig-Positiv-Rate (Sensitivitat)
wurde als Ordinate und die Falsch-Positiv-Rate (1- Spezifitat) wurde als Abszisse in
ein Diagramm eingetragen. Wie gut sich ein diagnostischer Parameter eignet, Iasst
sich mit Hilfe der Flache unter der Kurve (engl. area under the curve = AUC)
berechnen. Sie kann maximal 1 betragen. Je hoher der Wert ist, um so besser ist die
Diskriminierungsfahigkeit des Parameters.

Die Einordnung der einzelnen Biomarker in eine Rangfolge erfolgte mit Hilfe der EFS
(Ensemble Feature Selection) — Software, wie von Neumann et al. beschrieben [95,
96]. Diese Software kombiniert 8 verschiedene Methoden zur Feature-Selection
(Median, Pearson Korrelation, Spearman Korrelation, logistische Regression, Random
Forests (Mean accuracy error-rate-based VIM, Gini VIM, AUC-based VIM, Conditional
error-rate-based VIM)). Dabei werden die unterschiedlichen Vorteile der einzelnen

Methoden genutzt, um Verzerrungen zu verringern oder auszugleichen.
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3 Ergebnisse

3.1 Basischarakteristika der Studiengruppen

Insgesamt wurden die Plasmaproben von 55 Probanden analysiert. Darunter waren
24 CAP-Patienten, 10 AECOPD-Patienten und 21 Kontrollprobanden. Das
Durchschnittsalter lag in der CAP-Gruppe bei etwa 66 Jahren, in der AECOPD-Gruppe
bei 62 Jahren und in der Kontrollgruppe bei 42 Jahren. Bei den CAP-Patienten wurden
mehr Manner als Frauen eingeschlossen (14 zu 9), wahrend das
Geschlechterverhaltnis bei den AECOPD-Patienten ausgeglichen war (5 zu 5). In der
Kontrollgruppe gab es etwas mehr Frauen als Manner (13 zu 8). Der BMI lag bei den
CAP-Patienten durchschnittlich bei 25,7 (leichtes Ubergewicht), in der AECOPD-
Gruppe bei 24,7 (Normalgewicht) (siehe Tab. 7, Seite 31).

Tabelle 7: Basischarakteristika der Studiengruppen

CAP AECOPD Kontrollgruppe
(N = 24) (N=10) (N =21)
Durchschnittsalter 65,8+ 17,0 62,4 +9,2 416+£11,4
(Jahre £ SD)
Geschlecht m/w (%) 14/9 (58,3/37,5) 5/5 (50/50) 8/13 (38,1/61,9)
BMI + SD 25,7+6,4 247 +4,6

Pneumonie-Patienten

Die Pneumonie-Patienten hatten bei Aufnahme in das Krankenhaus eine
Durchschnittstemperatur von 37,3 °C. Die Sauerstoffsattigung lag im Schnitt bei 94,1
%. Der fur CRP gemessene Wert betrug im Durchschnitt 13,1 mg/dl, die
Leukozytenzahl 10,5/nl (siehe Tab. 8, Seite 31).

Tabelle 8: Aufnahmebefund der CAP-Patienten

Temperatur [°C] * SD 37,3+ 1,1
s02 [%] £ SD 94,1+ 3,0
CRP [mg/dl] £ SD 13,1+ 11,4
Leukozyten [1/nl] £ SD 10,5+4,7
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In der Pneumonie-Gruppe war ein CRB-65-Score von 1 am starksten vertreten (54 %),
unter Einbeziehung des Harnstoff-Wertes ergab sich ein CURB-Score von 2 am
haufigsten (42 %). Die Halfte der Patienten wurde einer PSI-Risikoklasse von 4
zugeordnet (siehe Tab. 9, Seite 32).

Tabelle 9: Scores bei CAP-Patienten

CRB-65 (%) CURB (%) PSI-Risikoklasse (%)
0 3 (13) 0 3 (13) 1 4 (17)
1 13 (54) 1 8 (33) 2 1(4)

2 6 (25) 2 10 (42) 3 2 (8)

3 2 (8) 3 2 (7) 4 12 (50)
4 0 (0) 4 1(4) 5 5 (21)

AECOPD-Patienten

Bei den COPD-Patienten lagen im Schnitt 62 Pack-Years als Risikofaktor vor. Die
Patienten berichteten von durchschnittlich 1,2 Exazerbationen pro Jahr. Das CRP lag
bei Aufnahme im Durchschnitt bei 2,4 mg/dl, die Leukozytenzahl bei 10,6/nl (siehe
Tab. 10, Seite 32).

Tabelle 10: Eigenschaften der COPD-Patienten

Pack Years = SD 62 + 47
Exazerbationen pro Jahr £ SD 1,2+£0,7
CRP [mg/dI] £ SD 24+19
Leukozyten [1/nl] £ SD 10,6 £ 2,4

Die meisten COPD-Patienten wurden nach der alten GOLD-Klassifikation in das
Stadium 4 eingeteilt (60 %), nach der neuen GOLD-Klassifikation in der Stadium D (60
%). Der mMRC-Wert lag am haufigsten bei 3 (60 %) (siehe Tab. 11, Seite 33).
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Tabelle 11: Scores bei COPD-Patienten

Alte GOLD-Klassifikation = Neue GOLD-Klassifikation mMRC (%)
(%) (%)

1 0 (0) A 0 (0) 1 1(10)
2 2 (20) B 0 (0) 2 3 (30)
3 0 (0) C 2 (20) 3 6 (60)
4 6 (60) D 6 (60) 4 0 (0)
Nicht bestimmt 2 (20) Nicht bestimmt 2 (20)

3.2 Ergebnisse des EV-Arrays

Unterschiedliches Vorkommen von sEV-Proteinen

Zunachst wurde untersucht, ob alle 40 gemessenen sEV-Oberflachenproteine
gemeinsam eine Unterscheidung zwischen CAP-Patienten, AECOPD-Patienten und
Kontrollprobanden zulassen. Dazu wurde der Pearson-Korrelationskoeffizient
bestimmt. Es zeigte sich, dass die sEV-Proteine der gesunden Probanden sich von
denen der CAP- und AECOPD-Patienten unterschieden (CAP: r = 0.4447, p =
0.004038; AECOPD: r=0.3730, p=0.01775; Abb. 5). Die Unterschiede zwischen den
zwei Erkrankungsgruppen waren starker als die Unterschiede der beiden
Erkrankungsgruppen zu der Kontrollgruppe (siehe Abb. 4, Seite 34).
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Abbildung 4 Pearson-Korrelationsdiagramm aller sEV-Oberfldchenproteine zwischen Gesunden
(Healthy), CAP- und AECOPD-Patienten.

Die Ergebnisse des EV-Arrays sind fur die Proteine, welche sich bei den
Krankheitsgruppen signifikant zur Kontrollgruppe unterschieden, in Abb. 5 auf Seite 35
dargestellt. Dabei wurden die Werte der Signalintensitat log2-transformiert und in Box-
Whisker-Plots dargestellt. Als signifikant galt ein p-Wert von <0,05.

Die individuelle statistische Analyse zeigte fur 24 der 40 gemessenen sEV-Proteine
signifikante Unterschiede zwischen CAP-Patienten und Kontrollprobanden. 81%
dieser Proteine stammten von der Plasmamembran, 39%  waren
Transmembranrezeptoren. Um zwischen Gesunden und CAP-Patienten zu
unterscheiden, waren CD45 (Abb. 5A), CD16 (Abb. 5B), CD28 (Abb. 5C), CD106 (Abb.
5D), ICAM-1 (Abb. 5E) und CTLA4 (Abb. 5F) am besten geeignet.

Der Vergleich der seV-Proteine von CAP- und AECOPD-Patienten zeigte signifikante
Unterschiede fur 15 der untersuchten Proteine. Die niedrigsten p-Werte ergaben sich
dabei fur CD45 (Abb. 5A), CD16 (Abb. 5B) und CD28 (Abb. 5C).

Passend zu der initialen Pearson-Korrelationsanalyse zeigt auch die Auswertung der
einzelnen Proteine, dass die Unterschiede zwischen CAP- und AECOPD-Patienten
groler sind als die Unterschiede zwischen den beiden Krankheitsgruppen und der
Kontrollgruppe.
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Abbildung 5: Ergebnisse des EV-Arrays fiir alle sEV-Proteine mit signifikant unterschiedlichen
Signalintensitdten. Die Signalintensitdts-Werte wurden log2-transformiert und in Box-Whisker-Plots
dargestellt. Es wurden Mann-Whitney-Tests durchgefiihrt und die Bonferroni-Holm-Korrekturmethode

flir multiples Testen angewandt. Legende: * Vergleich zur Kontrollgruppe, # Vergleich zu CAP-

Patienten; ***/### p < 0,001, **/## p < 0,01, */# p < 0,05.

Die eindimensionale Pearson-Korrelationsanalyse aller signifikant unterschiedlich
exprimierten sEV-Proteine zeigt insgesamt mehrheitlich eine positive Korrelation
(siehe Abb. 6, Seite 36). Die hochsten r-Werte ergaben sich fir das gemeinsame
Auftreten von CD146 mit EGFR (r = 0.9542, p < 0.0001; Abb. 6B), TNF-R-Il mit HLA-
A/B/C (r=0.9498, p <0.0001; Abb. 6C) sowie von HLA-A/B/C mit HLA-DR (r = 0.9358,
p < 0.0001; Fig. 3D). Negative Korrelationen ergaben sich insbesondere fur CD81 mit
Osteopontin (r = -0.6220, p < 0.0001; Abb. 6E), PD-L1 (r = -0.5507, p < 0.0001; Abb.
6F) sowie CD106 (r = -0.5158, p < 0.0001; Abb. 6G).
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Abbildung 6: Korrelationsanalyse. A: Pearson-Korrelationsdiagramm aller signifikant unterschiedlich

exprimierten SEV-Proteine. B-G: Korrelationsanalyse der sEV-Proteine mit den stérksten positiven
sowie den stérksten negativen Zusammenhéngen. B: CD146 mit EGFR, C: TNF-R-II mit HLA-A/B/C, D:
HLA-A/B/C mit HLA-DRB3; E: CD81 mit Osteopontin, F: CD81 mit PD-L1, G: CD81 mit CD106.

Korrelationskoeffizienten und p-Werte sind in den jeweiligen Graphen dargestellt.
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Diagnostische Marker fiir Pneumonie-Patienten

Um den diagnostischen Wert der sEV-Proteine bei Pneumonie-Patienten darzustellen,
wurde eine ROC (Receiver Operating Characteristic) — Analyse durchgefuhrt. Dabei
war die Flache unter der Kurve (AUC) am grofdten bei CD16 (AUC: 0,9206, p < 0,0001;
Abb. 7A) und CD45 (AUC: 0,9008, p < 0,0001; Abb. 7B). Diese beiden Proteine zeigten
auch die groften signifikanten Unterschiede zwischen CAP-Patienten und Gesunden
auf (siehe Abb. 5 A und B, Seite 35).

Da die Kombination mehrerer sEV-Proteine bessere diagnostische Ergebnisse
erzielen konnte als die einzelnen Proteine alleine, wurde eine Ensemble Feature
Selection durchgefuhrt. Die EFS ergab ein Panel bestehend aus CD16, CD45, ICAM-
1, EGFR, CD146, CTLA4, CD106, Selectin E und Osteopontin. Die wichtigsten
Features waren CD16 (0,87), CD45 (0,65) und ICAM-1 (0,56).
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Abbildung 7: Unterscheidung zwischen CAP-Patienten und Gesunden. A, B: ROC-Kurven zur
Unterscheidung zwischen CAP-Patienten und Gesunden fiir CD16 (A) und CD45 (B). AUC und p-Werte
sind in den jeweiligen Graphen angegeben. C: EFS zur Unterscheidung zwischen CAP-Patienten und
Gesunden fiir alle signifikant unterschiedlich exprimierten sEV-Proteine. Abgebildet sind die

kumulativen Bar-Plots der einzelnen Features fiir alle 8 angewandten Methoden zur Feature-Selection.
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Diagnostische Marker fiir den Schweregrad einer Pneumonie

Um zwischen unkomplizierter und schwerer Pneumonie zu unterscheiden, wurden die
CAP-Patienten in zwei Gruppen eingeteilt. Die Zuordnung erfolgte anhand der PSI-
Risikoklasse (siehe Tabelle 3, Seite 26). Patienten mit einer Risikoklasse von 0 bis 3
wurden der unkomplizierten Pneumonie (UCAP) zugeordnet, Patienten mit einer
Risikoklasse von 4 oder 5 wurden der schweren Pneumonie (sCAP) zugeordnet.
AnschlieRend wurde untersucht, ob die getesteten sEV-Proteine eine Differenzierung
in diese beiden Gruppen ermoglichen. Da die beiden Gruppen nach der Unterteilung
sehr klein waren (UCAP: 7 Patienten, sCAP: 17 Patienten), konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den exprimierten sEV-Proteinen bei uCAP und sCAP
festgestellt werden. Es zeichneten sich jedoch Tendenzen ab, welche Proteine
sukzessive hoch- und welche herunterreguliert werden (Abb. 8 Seite 39). Die
Expression von CD81 stieg mit dem Schweregrad der Pneumonie an (Abb. 8A),
wahrend die Expression von CD106, ICAM-1, CTLA4, Osteopontin, TNF-R-II, HLA-
A/B/C, Tsg101, ITGAL, HLA-DRB3 und LAMP2 bei gréRerem PSI abnahm (Abb. 8B-
K).

38



cDhsg1

@ I o
=3 =) =)
1 L ]

intensity

N
o
1

i

E Osteopontin

=g

intensity

& S
2 00 6(;
Q

I ITGAL
6
.

2z

‘®

c 21 *

: =

c

£, E?
-2

3 N N

Q v v
& o [9

Q > )
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Da keiner der Marker alleine eine AUC erreichte, die diagnostisch aussagekraftig
genug ware, um zwischen uCAP und sCAP zu unterscheiden, wurde auch hier eine
Ensemble Feature Selection durchgefuhrt. Einbezogen wurden alle Proteine, die mit

zunehmendem Schweregrad der Pneumonie anstiegen oder abfielen (Abb. 9, Seite

40).
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Die EFS ergab ein Panel bestehend aus ICAM-1, LAMP2, CD81, HLA-A/B/C und HLA-
DRB3, wobei ICAM-1 den hochsten Wert erzielte (0.92).

ensemble feature selection
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Abbildung 9: EFS zur Unterscheidung zwischen uCAP und sCAP fiir alle sEV-Proteine, die mit
zunehmendem Schweregrad der Pneumonie sukzessive an- oder abstiegen. Abgebildet sind die

kumulativen Bar-Plots der einzelnen Features fiir alle 8 angewandten Methoden zur Feature-Selection.

Unterscheidung zwischen CAP und AECOPD

Um zu untersuchen, ob die gemessenen Proteine geeignet sind, um zwischen CAP
und AECOPD zu unterscheiden, wurden ROC-Analysen fur alle signifikant
unterschiedlich exprimierten seV-Proteine durchgefuhrt. Die grof3te AUC ergab sich
dabei fur CD45 (AUC: 0.9667, p < 0.0001; Abb. 10A) und CD28 (AUC: 0.9250, p =
0.0001; Abb. 10B). Dies passt zu den Ergebnissen der Mann-Whitney-Tests in
Abbildung 5.

Da auch hier die Kombination mehrerer Parameter bessere Ergebnisse erzielen
konnte als die einzelnen Parameter alleine, wurde eine EFS-Analyse durchgefuhrt.
Diese ergab ein Panel bestehend aus CD45, CD28, CTLA4, TNF-R-1l und CD16 (Abb.
10C), wobei CD45 und CD28 gleich hoch gewichtet wurden (beide 0.82).
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Abbildung 10: Unterscheidung zwischen CAP und AECOPD. A, B: ROC-Kurven zur Unterscheidung
zwischen CAP- und AECOPD-Patienten fiir CD45 (A) und CD28 (B). AUC und p-Werte sind in den
jeweiligen Graphen angegeben. C: EFS zur Unterscheidung zwischen CAP- und AECOPD-Patienten
fiir alle signifikant unterschiedlich exprimierten sEV-Proteine. Abgebildet sind die kumulativen Bar-Plots

der einzelnen Features fiir alle 8 angewandten Methoden zur Feature-Selection.

Da Patienten mit COPD besonders anfallig sind fur Infekte der unteren Atemwege und
eine Pneumonie bei COPD-Patienten mit einer erhdohten Mortalitdt einhergeht [86],
wurde die CAP-Gruppe in Patienten mit vorbestehender COPD (8 Patienten) und ohne
COPD (16 Patienten) eingeteilt (siehe Abb. 11, Seite 42). Beide Gruppen wurden mit
den AECOPD-Patienten verglichen, wobei die sEV-Proteine analysiert wurden, welche
die EFS (siehe Abb. 10C, Seite 41) ergeben hatte. Fur CD45, CD28, CTLA4, TNF-R-
I und CD16 liel3en sich keine signifikanten Unterschiede zwischen CAP-Patienten mit
und ohne vorbestehender COPD feststellen (Abb. 11 A-E). Fur die Unterscheidung
zwischen AECOPD-Patienten und CAP-Patienten mit vorbestehender COPD ergaben
sich allerdings signifikante Ergebnisse fur alle genannten Proteine.
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Abbildung 11: Ergebnisse des EV-Arrays zur Unterscheidung zwischen CAP-Patienten mit und ohne
vorbestehender COPD und AECOPD-Patienten. Untersucht wurden CD45 (A), CD28 (B), CTLA4 (C),
TNF-R-II (D) und CD16 (E). Die Signalintensitéts-Werte wurden log2-transformiert und in Box-Whisker-
Plots dargestellt. Es wurden Mann-Whitney-Tests durchgefiihrt und die Bonferroni-Holm-
Korrekturmethode fiir multiples Testen angewandt. Legende: * Vergleich zu AECOPD-Patienten; *** p
<0,001, ™ p <0,01, *p < 0,05.

FUr die Unterscheidung zwischen CAP-Patienten mit vorbestehender COPD und
AECOPD-Patienten wurden ROC-Analysen durchgefuhrt (siehe Abb. 12, Seite 43).
Dabei lag die AUC fur alle 5 untersuchten Proteine Uber 0,83. CD45, CD28, CTLA4,
TNF-R-Il und CD16 lassen somit auch eine Unterscheidung zwischen CAP und
AECOPD zu, wenn die Pneumonie-Patienten zusatzlich an einer COPD leiden.
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4 Diskussion
4.1 Differentialdiagnostik CAP und AECOPD

In dieser Arbeit wurden 40 Oberflachenproteine von extrazellularen Vesikeln als
mogliche Biomarker fur die Diagnostik einer ambulant erworbenen Pneumonie oder
akut exazerbierten COPD untersucht. Da CAP und AECOPD sich in der klinischen
Prasentation stark ahneln konnen, wurde insbesondere auf die Moglichkeiten zur
Diskriminierung zwischen diesen beiden Erkrankungen geachtet. Bei hospitalisierten
COPD-Patienten wird eine Pneumonie haufig nicht richtig diagnostiziert [37], sodass
in dieser Arbeit auch untersucht wurde, ob eine vorbestehende COPD die
Messergebnisse der Biomarker bei Pneumonie-Patienten beeinflusst.

Die COPD ist eine haufige Begleiterkrankung bei CAP-Patienten und geht mit einer
langeren  Krankenhausverweildauer, einer haufigeren Aufnahme auf die
Intensivstation sowie einer erhdhten Mortalitat einher [86, 104, 115]. Andersherum
betrachtet ist die CAP-Inzidenz bei COPD-Patienten im Vergleich zur
Allgemeinbevolkerung bis zu zehnfach erhoht [91].

Sowohl eine Pneumonie als auch eine akute Exazerbation konnen bei COPD-
Patienten auftreten und mit einer ahnlichen klinischen Symptomatik einhergehen,
sodass sie nur schwer voneinander abzugrenzen sind. Bisher wird zur Unterscheidung
die Rontgen-Thorax-Untersuchung herangezogen, bei COPD-Patienten wird eine
Pneumonie so jedoch haufig nicht richtig erkannt. Eine aktuelle Studie von Finney et
al. ergab, dass sich bei hospitalisierten COPD-Patienten, bei denen Infiltrate im
Rontgen-Thorax aufgefallen waren, nur zu 42,9 % als Entlassungsdiagnose eine
Pneumonie fand [37]. Der Grofteil der Patienten, bei welchen als
Entlassungsdiagnose eine exazerbierte COPD angegeben war, wurde mit
Kortikosteroiden behandelt. Im Falle einer Pneumonie begunstigen diese jedoch das
Wiederkehren der Lungenentzindung. Zur richtigen Differentialdiagnostik werden
daher passende Biomarker gesucht.

In Europa werden Antibiotika am haufigsten bei Verdacht auf Infektionen der unteren
Atemwege verschrieben [5]. Es besteht weitgehend Einigkeit daruber, dass der
Verbrauch an Antibiotika gesenkt werden sollte. Um dies zu ermoglichen, werden
ebenfalls Biomarker bendétigt, die eine zugige Differentialdiagnostik sowie eine
Einschatzung des Schweregrads der Erkrankung erlauben. Fur PCT wurde bereits
gezeigt, dass es den Verbrauch von Antibiotika bei Erkrankungen des
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Respirationstrakts reduzieren kann, ohne Mortalitat oder Krankenhausverweildauer zu
erhohen [75].

Wahrend eine CAP relativ zuverlassig zu der Erhohung klassischer
Entzindungsparameter wie CRP und Leukozytenzahl fuhrt, haben sich fur die
AECOPD keine typischen Biomarker etabliert. Dies liegt unter anderem daran, dass
die Definition der AECOPD schwierig und das Patientenkollektiv sehr heterogen ist
[88]. Nichtsdestotrotz sind Biomarker auch hier als Grundlage fur
Therapieentscheidungen wichtig, um die unnotige Verschreibung von Medikamenten
und deren unerwunschte Nebenwirkungen zu vermeiden. Chen et al. beschrieben in
einem systematischen Review, dass CRP, IL-6 und TNF-a die zur Zeit am besten
untersuchten Biomarker bei AECOPD sind [22]. Speziell fir die Unterscheidung
zwischen AECOPD und CAP scheinen CRP, PCT und NPT geeignet zu sein, da diese
bei CAP-im Vergleich zu AECOPD-Patienten signifikant erhoht waren [24, 106].

4.2 EV-Array: Methode und Ergebnisse

Extrazellulare Vesikel und ihre Bestandteile scheinen vielversprechende Biomarker zu
sein, da sie bis zu einem gewissen Grade die Zusammensetzung ihrer Ursprungszelle
widerspiegeln sowie unterschiedliche Aktivierungs- und Krankheitszustande anzeigen
konnen [85]. Die Forschung in diesem Bereich nimmt zu. Insbesondere in der
Tumorbiologie wurden in den letzten Jahren grof3e Fortschritte erzielt. Far
verschiedene Krebserkrankungen [85, 121], aber auch fur weitere Erkrankungen wie
Diabetes mellitus [39] und kardiovaskulare Erkrankungen [28] wurden EVs bereits als
mogliche Biomarker beschrieben. Da die EV-Diagnostik noch in der Entwicklung ist,
sind die Methoden zur optimalen Isolierung und Analyse in Diskussion. Validierte
Verfahren, wie es sie fur viele etablierte Biomarker gibt, missen erst noch definiert
werden.

Das aktuell am weitesten verbreitete Verfahren zur Isolierung extrazellularer Vesikel
ist die differentielle Zentrifugation. Dabei werden die Blutbestandteile nach ihrer Dichte
aufgetrennt [162]. Da EVs relativ klein sind, werden mehrere Zentrifugationsschritte
bendtigt, sodass das Verfahren zeitaufwendig ist. Zudem kann es zur Aggregation,
zum Integritatsverlust oder zur Kontamination mit anderen Plasmaproteinen kommen
[60]. Diese Probleme konnen bei neueren Ansatzen wie der Grolken-Ausschluss
Chromatographie oder durch immunoaffinitatsbasierte Methoden umgangen werden
[8, 139]. Der EV-Array, der in dieser Studie angewandt wurde, bendtigt nur 10 pL
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ungereinigtes Plasma und ermdglicht die gleichzeitige Untersuchung einer grof3en
Anzahl an Proteinen, wodurch der Arbeitsaufwand gesenkt und die klinische
Anwendbarkeit erhoht wird [121]. Der EV-Array ist eine Sandwich-ELISA-basierte
Methode, welche darauf ausgelegt ist, vor allem kleine extrazellulare Vesikel zu
detektieren. Dazu gehdren Exosomen und Exosomen-ahnliche Vesikel mit einem
Durchmesser von bis zu 150nm. Das Einfangen der sEVs erfolgt mit Hilfe eines
Antikorper-Panels, welches bestimmte Membran- oder membranassoziierte Proteine
bindet. Der EV-Array ist eine schnelle, automatisierte, kostengunstige und
hochsensitive Methode um Plasma-sEVs zu untersuchen, welche CD9, CD63 und/
oder CD81 an ihrer Oberflache exprimieren [58]. Von Nachteil ist, dass nicht sicher
gesagt werden kann, ob es sich bei den detektierten Vesikeln tatsachlich um
Exosomen handelt. Zudem ist eine quantitative Analyse der sEVs davon abhangig,
dass CD9, CD63 und CD81 auf allen sEVs und in allen Individuen gleichstark
exprimiert werden, sodass eine vollstandig quantitative Analyse nicht moglich ist [58].

SEV-Oberflachenproteine

In unserem EV-Array wurden neben den klassischen sEV-Markerproteinen vor allem
Membranproteine untersucht, welche im Zusammenhang mit dem Immunsystem und
Immunprozessen stehen. Von den 40 untersuchten Proteinen ergaben sich fur 24
signifikante Unterschiede zwischen CAP-Patienten und Gesunden. Die Mehrzahl der
Proteine war bei CAP-Patienten in geringerer Menge vorhanden als bei Gesunden und
stammte von der Plasmamembran ab. Die grof3ten Unterschiede fanden sich bei CD45
und CD16, hier ergab die ROC-Analyse eine AUC > 0,9. Diese Ergebnisse wurden
von der Ensemble Feature Selection bestatigt.

Fir die Unterscheidung von CAP- und AECOPD-Patienten ergaben sich fur 15
Proteine signifikante Unterschiede, wobei CD45 und CD28 mit einer AUC > 0,92
besonders geeignet waren. Die EFS ergab ein Panel bestehend aus CD45, CD28,
CTLA4, TNF-R-Il und CD16. Die Aussagekraft der Biomarker blieb auch bei CAP-
Patienten mit vorbestehender COPD unbeeinflusst.

Das einzige sEV-Oberflachenprotein, das bei CAP-Patienten im Vergleich zur
Kontrollgruppe hochreguliert wurde, war CD81. CD81 gehort zusammen mit CD9 und
CD63 zu den EV-Markerproteinen, die insbesondere auf kleinen extrazellularen
Vesikeln vorkommen [67]. In den MISEV 2018-Guidelines werden CD63 und CD81

den nicht-gewebespezifischen Markerproteinen zugeordnet, wahrend CD9 zu den
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gewebespezifischen Markerproteinen gehort, da es nicht auf NK- und B-Zellen sowie
einigen mesenchymalen Stammzellen vorkommt [145]. Weitere Plasmamembran-
Proteine, die laut MISEV 2018-Guidelines zur Charakterisierung extrazellularer Vesikel
geeignet sind und auch in diesem EV-Array detektiert wurden, sind die
Proteinphosphatase CD45, das MHC-Klasse | Molekul HLA-A/B/C, das Integrin ITGAL
(FLFA1), das MHC-Klasse Il Molekul HLA-DR sowie das Lysosomen-assoziierte
Membran-Glykoprotein LAMP2 (CD107b), wobei CD45 und HLA-DR spezifisch fur
Immunzellen sind. Das einzige zytosolische Protein, das laut MISEV 2018-Guidelines
zur Charakterisierung extrazellularer Vesikel dient und hier gefunden wurde, war der
ESCRT-Bestandteil Tsg101. Tsg101 ist an der Bildung multivesikularer Endosomen
sowie an der Freisetzung von Exosomen beteiligt [15], [13]. Es wurde beobachtet, dass
eine Herunterregulierung des Tsg101-Gens zu einer geringeren Freisetzung von
Exosomen fuhrt, wohingegen eine Hochregulierung des Tsg101-Gens mit einer
vermehrten Freisetzung von Exosomen einhergeht [31].

PD-L1 als T-Zell-Inhibitor

PD-L1 (programmed death-ligand 1) ist ein Oberflachenprotein, das gemeinsam mit
seinem Rezeptor an der Regulation der Immunantwort beteiligt ist. In dieser Studie war
es bei CAP-Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe erniedrigt, wohingegen es bei
AECOPD-Patienten erhoht war. Fur einige Tumorentitaten wurde gezeigt, dass
extrazellulare Vesikel mit PD-L1 an der Oberflache die T-Zell-Aktivierung hemmen
konnen [21, 116]. Therapeutisch wird PD-L1 als Zielstruktur fur monoklonale
Antikorper wie Atezolizumab genutzt, um die Immunantwort auf Tumorzellen zu
verstarken. Im Fall von Sepsis und SIRS wurde beobachtet, dass das zirkulierende
I6sliche PD-L1 zwar ansteigt, die Anzahl an extrazellularen Vesikeln mit PD-L1 sich
jedoch nicht signifikant verandert [61].

CD106, CD146 und ICAM-1 auf endothelialen SEVs

CD106, auch als VCAM-1 (vascular cell adhesion mokecule 1) bezeichnet, ist ein
Adhasionsmolekul, das die Anhaftung von Lymphozyten, Monozyten, Eosinophilen
und Basophilen an das vaskulare Endothel vermittelt und auch bei der
Signaltransduktion eine Rolle spielt. CD106 gilt als spezifischer Marker fur
Mikrovesikel, die vom Endothel abstammen [73]. In unserem EV-Array war CD106 bei
CAP-Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe erniedrigt und fiel mit zunehmendem
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Schweregrad der Pneumonie weiter ab. Ein Abfall CD106-positiver EVs wurde bereits
bei Patienten mit septischem Schock beschrieben [73]. Im Gegensatz dazu war CD106
in unserem EV-Array bei AECOPD-Patienten erhoht. Dies passt zu den
Beobachtungen von Takahashi et al., dass endotheliale Mikropartikel bei COPD-
Patienten im Vergleich zu Gesunden erhoht sind und wahrend einer Exazerbation
noch weiter ansteigen [136].

CD146, auch MCAM genannt, ist ebenfalls ein Zelladhasionsmolekul, welches als
Oberflachenprotein auf Mikrovesikeln endothelialen Ursprungs beschrieben wurde
[62, 137]. In unserem EV-Array war es bei CAP-Patienten im Vergleich zur
Kontrollgruppe erniedrigt.

ICAM-1 ist ebenso ein Adhasionsmolekul, welches vor allem von Endothelzellen
produziert wird, aul3erdem spielt es eine Rolle bei der Leukodiapedese. ICAM-1 wurde
bereits als Oberflachenprotein auf extrazellularen Vesikeln von entzundlich
veranderten Endothelzellen beschrieben [51]. In unserem EV-Array war es bei CAP-
Patienten erniedrigt und fiel mit zunehmendem Schweregrad der Pneumonie weiter
ab. Bei AECOPD-Patienten war es hingegen erhoht.

Insgesamt kann der Abfall von CD106, CD146 und ICAM-1 bei CAP-Patienten darauf
hindeuten, dass die sEV-Produktion von Endothelzellen bei Pneumonie abnimmt,
wahrend der Anstieg dieser sEV-Oberflachenproteine bei AECOPD-Patienten darauf
hinweisen mag, dass die sEV-Produktion von Endothelzellen bei AECOPD zunimmt.
Diese Tendenz wurde fur Pneumonie-Patienten erstmalig (nach ausfuhrlicher
Literaturrecherche) in unserer Studie beschrieben, wahrend fur COPD-Patienten
bereits ein Anstieg an Mikrovesikeln endothelialen Ursprungs geschildert wurde [40].
Endotheliale EVs werden unter anderem durch Zigarettenrauch [50] sowie bei
zahlreichen Erkrankungen wie arterieller Hypertonie, Atherosklerose und akutem
Koronarsyndrom vermehrt gebildet [23]. Dies passt zu dem erhdhten kardiovaskularen
Risiko von COPD-Patienten [148].

Osteopontin auf SEVs von dendritischen Zellen

Das Glykoprotein Osteopontin (SPP1) ist an der Bildung der Knochensubstanz sowie
an einigen Immunprozessen beteiligt. Es kommt unter anderem auf Makrophagen,
Neutrophilen, dendritischen Zellen, T- und B-Zellen vor und spielt eine Rolle bei der
Zellrekrutierung an Entzindungsherden. In unserem EV-Array war Osteopontin bei
CAP-Patienten erniedrigt und fiel mit zunehmendem Schweregrad der Pneumonie
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weiter ab. Bei AECOPD-Patienten war es hingegen erhoht. Lee et al. beschrieben
bereits, dass die Plasma-Osteopontin-Spiegel bei Patienten mit akut exazerbierter
COPD erhoht sind im Vergleich zu Patienten mit stabiler COPD oder Gesunden [71].
Hierzu passt ebenfalls, dass das Osteopontin-Gen bei Hypoxie hochreguliert wird
[101]. Als Bestandteil von Extrazellularen Vesikeln wurde Osteopontin bereits bei EVs
von dendritischen Zellen beschrieben [128].

CD81 und CD63 auf sEVs von Monozyten

Das Tetraspanin CD81 ist das einzige sEV-Oberflachenprotein, das in diesem Array
bei CAP-Patienten erhoht war und auch mit zunehmendem Schweregrad weiter
anstieg. Fur CD81 wurde bereits beschrieben, dass es auf allen Leukozyten sowie auf
deren sEVs vorkommt, insbesondere auf den sEVs von Monozyten und T-Zellen
wurde es in groler Menge gefunden [109]. CD63 wurde zwar ebenso auf der
Oberflache von Leukozyten, insbesondere auf Monozyten, gefunden, allerdings war
es auf den entsprechenden sEVs nicht oder nur in geringen Mengen vorhanden [109].
In unserem EV-Array war es bei CAP-Patienten erniedrigt. Beides weist darauf hin,
dass Monozyten bei einer Pneumonie vermehrt sEVs freisetzen. Die von Monozyten
oder Makrophagen sezernierten extrazellularen Vesikel koénnen wiederum

Endothelzellen [3], Epithelzellen [59] oder andere Immunzellen [12] aktivieren.

CD45, CD16 und CD4 auf sEVs von T-Zellen

CD45 (PTPRC) ist eine Protein-Tyrosin-Phosphatase, die als Marker fur extrazellulare
Vesikel gilt, welche von Leukozyten abstammen [49, 68]. So wie CD16 und CD4
kommt sie auf den sEVs von T-Zellen vor [109]. In unserem EV-Array waren diese drei
CD-Molekule bei CAP-Patienten erniedrigt. Dies spricht dafur, dass die Ausschuittung
von sEVs durch Leukozyten, insbesondere durch T-Zellen, bei einer Pneumonie

abnimmt.

CTLA-4 auf sEVs von regulatorischen T-Zellen (inhibitorisch)

CTLA-4 (CD152) ist ein Oberflachenprotein, welches verstarkt auf regulatorischen T-
Zellen vorkommt und vor allem inhibitorisch auf das Immunsystem wirkt [89]. CTLA-4
ist strukturverwandt mit CD28 und bindet mit hoherer Affinitat an CD80 und CD86,
wobei es an dieser Stelle antagonistisch wirkt und die Proliferation der T-Zellen hemmt.
In vitro wurden bereits CTLA-4-positive Exosomen beschrieben, welche die
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Ubertragung von CTLA-4 auf CTLA-4-negative T-Zellen ermdglichen [38], dieser
Mechanismus wurde allerdings noch nicht in vivo bestatigt. In unserem EV-Array war
CTLA-4 bei CAP-Patienten erniedrigt und nahm mit zunehmendem Schweregrad der

Pneumonie weiter ab, bei AECOPD-Patienten war es erhoht.

TNF-R-Il, HLA-A/B/C, HLA-DR und ICAM-1 auf sEVs von dendritischen Zellen
TNF-R-II ist ein Rezeptor fur das Zytokin TNFa, welches eine wichtige Rolle bei der
Regulation von Immunzellen spielt. TNF-R-Il wurde bereits auf extrazellularen
Vesikeln von dendritischen Zellen beschrieben [98]. Diese EVs kdnnen wiederum von
Epithelzellen aufgenommen werden und dort zu einer Ausschuttung von
Entzindungsmediatoren fihren [98].

Das MHC-Klasse I-Molekul HLA-A/B/C sowie das MHC- Klasse II-Molekul HLA-DR
wurden ebenfalls auf Exosomen von dendritischen Zellen nachgewiesen [56]. MHC-
Proteinkomplexe der Klasse | werden von nahezu allen Zellen (mit Ausnahme der
Erythrozyten) exprimiert, wahrend MHC-Proteinkomplexe der Klasse Il nur auf
antigenprasentierenden Zellen vorkommen. HLA-DR wurde aullerdem auf den
Exosomen von T-Helferzellen beschrieben, wobei es signifikant haufiger bei Th1-
Zellen als bei Th2-Zellen vorkam [97]. Bei Asthmatikern fanden sich erhohte Mengen
an HLA-DR-positiven Exosomen [52, 53]. In unserem EV-Array waren alle drei
gemessenen HLA-Molekule bei CAP-Patienten herunterreguliert, bei COPD-Patienten
dagegen hochreguliert.

Extrazellulare Vesikel mit MHC-Molekilen konnen diese auf andere
antigenprasentierende Zellen ubertragen [126]. Gemeinsam mit dendritischen Zellen
[4], [142] oder B-Zellen [110] und eventuell sogar alleine [48] konnen sie T-Zellen
aktivieren.

ICAM-1 wurde ebenfalls auf Exosomen von dendritischen Zellen nachgewiesen, es ist
vermutlich sogar notwendig fur die Immunaktivitat dieser Exosomen [126].

Alle Proteine, die in diesem EV-Array statistisch ausgewertet wurden und laut
Literaturrecherche auf EVs von dendritischen Zellen vorkamen (TNF-R-II, HLA-A/B/C,
HLA-DR, ICAM-1, Osteopontin), waren in unserer Studie bei CAP-Patienten erniedrigt
und bei AECOPD-Patienten erhoht. Dies spricht dafur, dass die Ausschuttung
extrazellularer Vesikel durch dendritische Zellen bei Pneumonie abnimmt, wohingegen

sie bei akut exazerbierter COPD zunimmit.
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CD16 (FcyRIll) auf NK-Zellen

CD16, auch FcyRIll genannt, kommt als Fc-Rezeptor auf der Oberflache von NK-
Zellen, Neutrophilen, Monozyten und Makrophagen vor. Es spielt eine wichtige Rolle
bei der Degranulation neutrophiler Granulozyten sowie bei der Phagozytose und der
Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies [164]. Als Oberflachenprotein auf sEVs von
NK-Zellen wurde CD16 bisher nicht detektiert [80, 109]. In unserem EV-Array war
CD16 bei CAP-Patienten erniedrigt. Eine Herabregulierung von CD16 zeigt eine
verminderte NK-Zell-Antwort zur Erhaltung der Immunhomaoostase an [43].

CD28 auf sEVs von T-Zellen und dendritischen Zellen

CD28 ist ein Oberflachenprotein, welches an der Aktivierung von T-Zellen beteiligt ist.
Es bindet an CD80 und CD86 auf antigenprasentierenden Zellen, wodurch es zur
Differenzierung und Proliferation der T-Zellen kommt. CD28 wurde bereits auf
Exosomen von T-Zellen und dendritischen Zellen beschrieben [147]. In unserem EV-

Array war es bei CAP-Patienten erniedrigt und bei COPD-Patienten erhoht.

4.3 Reduktion der seV-Produktion von Immunzellen bei CAP

Viele Oberflachenproteine, die typischerweise auf Immunzellen und ihren
extrazellularen Vesikeln vorkommen, waren bei CAP-Patienten erniedrigt und fielen
mit zunehmendem Schweregrad der Pneumonie weiter ab. Dies konnte bedeuten,
dass die Zellen die Proteine fir ihre eigene Aktivierung bendtigen und sie nicht als
Vesikel freisetzen.

Von Blanchard et al. wurde allerdings beschrieben, dass die Freisetzung von
Exosomen durch T-Zell-Aktivierung induziert wird [14]. Menge und Zusammensetzung
der sEVs hangen dabei von der Aktivierung des T-Zell-Rezeptors sowie anderen co-
stimulatorischen  Signalen ab [151]. Die Herabregulierung der sEV-
Oberflachenproteine CD28, CD45, CD16, CD4 und CTLA-4, welche auf den
Exosomen von T-Zellen beschrieben wurden, spricht somit eher fur verminderte T-
Zell-Aktivierung bei CAP-Patienten, wahrend sie bei AECOPD-Patienten erhdht zu
sein scheint.

Reife dendritische Zellen hingegen produzieren zwei- bis dreimal so wenige EVs wie
unreife dendritische Zellen [144]. Die Exosomen unreifer dendritischer Zellen werden
zwar in groRerer Zahl sezerniert, sind allerdings im Gegensatz zu Exosomen reifer

dendritischer Zellen nicht in der Lage, eine T-Zell-Antwort hervorzurufen [126]. Dass
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Osteopontin, TNF-R-II, ICAM-1, CD28 und verschiedene HLA-Moleklle in unserem
EV-Array bei CAP-Patienten erniedrigt waren, spricht somit fur eine vermehrte
Aktivierung dendritischer Zellen. Die Heranreifung einer dendritischen Zelle erfolgt,
wenn diese nach Aufnahme eines Antigens zu einer Antigen-prasentierenden Zelle
wird und aus dem peripheren Gewebe in die lymphatischen Organe gelangt. Reife
dendritische Zellen tragen zur Aktivierung und Modulation der T-Zell-Antwort bei [7].
Die von ihnen sezernierten extrazellularen Vesikel sind an der Regulation der

Immunantwort in vivo beteiligt [142].

Zusammengenommen weisen die hier gemessenen Veranderungen der sEV-Proteine
darauf hin, dass es bei Pneumonie-Patienten zu einer vermehrten Heranreifung
dendritischer Zellen, jedoch zu einer Verminderung der T-Zell-Antwort und einer
herabgesetzten Aktivierung des Endothels kommt. Eine herabgesetzte T-Zell-Antwort
und eine verminderte Lymphozytenmigration kénnten den Ubergang der Pneumonie
in eine Sepsis andeuten, welche durch eine fehlerhafte Inmunhomdostase sowie eine
verminderte Immunantwort gekennzeichnet ist [27]. Dieser Zustand wird auch als
Immunoparalyse bezeichnet [25].

Bei AECOPD-Patienten scheint die T-Zell-Antwort dagegen erhdht zu sein und es
kommt zu einer vermehrten Aktivierung des Endothels, wie bereits in der Literatur
beschrieben [40].

Insgesamt lasst sich sagen, dass in dieser Studie einige Marker identifiziert wurden,
welche fur die diagnostische Differenzierung zwischen CAP-Patienten, AECOPD-
Patienten und Gesunden geeignet sind, ihre Bedeutung in Bezug auf die Pathogenese
der Erkrankungen beziehungsweise ihre Funktion in vivo ist allerdings weiterhin unklar

und sollte Gegenstand weiterer Forschung sein.

4.4 Limitationen der Studie

Bei der vorliegenden Studie handelt es sich um eine Pilotstudie, die mit geringen
Fallzahlen durchgefuhrt wurde. Die verschiedenen Gruppen waren zudem nicht gleich
grof3. Hinzu kommt, dass die Kontrollgruppe im Durchschnitt jinger war als die beiden
Krankheits-Gruppen. Dies schrankt die Vergleichbarkeit der einzelnen Gruppen

untereinander ein.
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Der Einschluss der Patienten sowie die relevanten Blutentnahmen erfolgten moglichst
frth nach Krankenhausaufnahme. Einige Patienten waren jedoch ambulant
vorbehandelt oder hatten im Krankenhaus bereits eine Antibiose erhalten, was die
Vergleichbarkeit der Ergebnisse innerhalb einer Studiengruppe einschrankt. Bei
AECOPD-Patienten kann die Gabe von Corticosteroiden beispielsweise zu einer
Leukozytose fuhren [94], was auch Veranderungen bei den gemessenen Biomarkern
zur Folge haben konnte.

Daruber hinaus wurden die Begleiterkrankungen der Studienteilnehmer zwar erfasst,
die Gruppen wurden anhand dieser jedoch nicht weiter unterteilt. FUr einige haufige
Erkrankungen wie Diabetes mellitus [39, 102] und kardiovaskulare Erkrankungen [26,
100] ist bekannt, dass sie zu Veranderungen in Ausschuttung und Zusammensetzung
von extrazellularen Vesikeln fuhren. Selbiges gilt fur die ursachlichen Erreger bei
Pneumonie-Patienten. Diese waren nur selten bekannt, sodass eine
erregerspezifische diagnostische Auswertung nicht sinnvoll war. Es wurde jedoch
bereits beschrieben, dass die Art des Erregers die Laborergebnisse beeinflussen kann
[131].

Insgesamt gelten fur diese Studie die Vor- und Nachteile einer Real-Life-Studie:
Variablen wie Alter, medikamentose Vorbehandlung und Begleiterkrankungen fuhren
zu heterogenen Studiengruppen. Es zeigt sich jedoch tendenziell ein reprasentativer
Ausschnitt aus der klinischen Realitat, was zu einer hoheren Generalisierbarkeit der
Ergebnisse fuhrt [122].

Die Tatsache, dass die Studienteilnehmer nur aus einer einzelnen Kilinik rekrutiert

wurden und die Fallzahl gering ist, schrankt die Generalisierbarkeit wiederum ein.

4.5 Ausblick

Bei der vorliegenden Studie handelt es sich um eine Pilotstudie mit kleinen Fallzahlen.
Weitere, wenn moglich multizentrische Studien mit groReren Patientenzahlen sind
notwendig, um die Ergebnisse zu bestatigen und weiter auszufuhren. Diese kdnnten
fur die ambulant erworbene Pneumonie zum Beispiel im Rahmen des Netzwerkes
CAPNETZ, fur die COPD beispielsweise im Rahmen des Verbunds COSYCONET
(German COPD and Systemic Consequences - Comorbidities Network) erfolgen. Eine
grofl3e Kohorte fur beide Krankheitsbilder wurde bisher nicht publiziert.
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5 Zusammenfassung

Die ambulant erworbene Pneumonie (CAP) und die akut exazerbierte COPD
(AECOPD) sind zwei haufige Erkrankungen, die weltweit mit einer hohen Morbiditat
und Mortalitat einhergehen. Da sie sich klinisch sehr ahnlich prasentieren kdnnen, ist
die Differentialdiagnostik schwierig. Kleine Extrazellulare Vesikel (sEV) gewinnen als
neue Biomarker zunehmend an Aufmerksamkeit. Ihre Oberflachenproteine und andere
Bestandteile sind abhangig von der Ursprungszelle und konnten einen Schritt in
Richtung ,Liquid Biopsie® darstellen.

In der vorliegenden Pilotstudie wurden die Oberflachenproteine von Plasma-
Exosomen auf ihre Aussagekraft zur Diagnostik einer CAP oder AECOPD untersucht.
Dazu wurden 40 Oberflachenproteine mittels EV-Array bestimmt. Im Fokus der Studie
stand die Fahigkeit der Biomarker, die Studiengruppen voneinander zu unterscheiden.
AuRerdem wurde betrachtet, inwiefern sich die Parameter zur Einschatzung des
Schweregrades einer Pneumonie eignen. Als weitere Parameter wurden
Differentialblutbild und CRP, klinische Parameter und klinische Scores (CRB-56,
CURSB, PSI, GOLD 1-4, GOLD A, B, C, D und mMRC) erhoben. Insgesamt wurden die
Plasma-Proben von 55 Probanden untersucht, darunter waren 24 CAP-Patienten, 10
AECOPD-Patienten und 21 gesunde Probanden.

Der EV-Array ergab signifikante Unterschiede zwischen Gesunden, CAP-Patienten
und AECOPD-Patienten. Zur Unterscheidung zwischen CAP und AECOPD waren
CD45 und CD28 am besten geeignet, die ROC-Analyse ergab eine AUC > 0,92. Zur
Unterscheidung zwischen CAP-Patienten und Gesunden ergaben sich fur CD45 und
CD16 die besten Werte. Eine Unterteilung in unkomplizierte und schwere CAP war mit
ICAM-1 am besten moglich.

Da die Abgrenzung einer CAP zur Exazerbation bei COPD-Patienten besonders
schwierig ist, wurde untersucht, ob eine Unterscheidung zwischen CAP und AECOPD
auch moglich war, wenn die CAP-Patienten als Vorerkrankung eine COPD aufwiesen.
Die Methode der Ensemble Feature Selection ergab hierfur ein Panel bestehend aus
CD45, CD28, CTLA4, TNF-R-Il und CD16.

Insgesamt ist der EV-Array in dieser Pilotstudie eine einfache und minimalinvasive
diagnostische Maoglichkeit, um zwischen Gesunden, CAP-Patienten und AECOPD-
Patienten zu unterscheiden. Die Ergebnisse dieser Pilotstudie konnten als Grundlage

fur weitere Studien mit groReren Patientenkollektiven dienen, um die Moglichkeiten im
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Lungenerkrankungen weiter zu untersuchen.
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6 Abstract

Community-acquired pneumonia (CAP) and acute exacerbated COPD (AECOPD) are
two common diseases associated with high morbidity and mortality worldwide. Due to
similarities in their clinical presentation, differential diagnosis is difficult. Small
extracellular vesicles (sEVs) are considered as potential as new biomarkers. Their
surface proteins and other constituents are depending on their cell of origin and could
be a step toward the anticipated "liquid biopsies".

In this pilot study, we examined the surface proteins of plasma exosomes that possibly
allow the differential diagnosis of CAP and AECOPD. For this purpose, 40 surface
proteins were analysed by EV-array. The study was focused on the potential of the
biomarkers to differentiate between the different study groups. Also, the ability of the
parameters to estimate the severity of pneumonia was studied. Other parameters
collected were blood count and CRP, clinical parameters and clinical scores (CRB-56,
CURB, PSI, GOLD 14, GOLD A, B, C, D, and mMRC). In total, plasma samples from
55 human subjects were examined, including 24 CAP patients, 10 AECOPD patients
and 21 healthy subjects.

The EV array revealed significant differences between healthy subjects, CAP patients,
and AECOPD patients. We found CD45 and CD28 to be the best discrimination
markers on plasma exosomes between CAP and AECOPD with an AUC > 0.92 in a
ROC analysis. To distinguish between CAP patients and healthy subjects, CD45 and
CD16 showed the best results. A classification into uncomplicated and severe CAP
was possible with ICAM-1.

Since the diagnosis of CAP in COPD patients is particularly difficult, it was investigated
whether a distinction between CAP and AECOPD is possible even if the CAP patient
had COPD. Here, the ensemble feature selection resulted in a panel consisting of
CD45, CD28, CTLA4, TNF-R-Il and CD16.

All'in all, the EV array is a simple and minimal-invasive diagnostic tool with potential to
distinguish between healthy subjects, CAP patients, and AECOPD patients. Further
studies with bigger cohorts are needed to explore the potential of SEV proteins as new
biomarkers in the diagnosis of infectious lung diseases.
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8 Anhang

Datenerfassungsbogen

Tabelle 12 Datenerfassungsbogen Pneumonie-Patienten

Anamnese
Patientennummer:
Tag der Einweisung:

Tage im Krankenhaus seit der Einweisung:

Tage seit den ersten Symptomen:

Alter: Geschlecht:
Grole: Gewicht:
Raucher (PY):

Noxen:

Aktuelle Nebendiagnosen:
Weitere Erkrankungen:
Medikamente:

BMI:

aktueller Raucherstatus:

Antibiotische Behandlung vor der Einweisung:
Antibiotische Behandlung im Krankenhaus:

Korperliche Untersuchung
Datum:

Atemfrequenz:

Blutdruck:

Puls:

Sauerstoffsattigung:
Temperatur:
Bewusstseinseintrubung:

Laborbefunde
Datum:
Natrium:
Glucose:
Kreatinin:
Urea:

CRP:

PCT:

Hct:

Weitere Befunde
Rontgen:
Pleura-Infiltrat:
Pleura-Erguss:

Mikrobiologischer Befund:

Urin (Pneumokokken/ Legionellen):

Differentialblutbild
Erythrozyten:

Leukozyten:
Thrombozyten:
Neutrophile Granulozyten:
Unreife Granulozyten:
Lymphozyten:

Monozyten:

Eosinophile Granulozyten:
Basophile Granulozyten:

Komorbiditaten

Pflegeheimaufenthalt (in den letzten 4 Wochen):
Krankenhausaufenthalt (in den letzten 4 Wochen):

Neoplatische Erkrankung:
Lebererkrankung:
Herzinsuffizienz:
Zerebrovaskulare Krankheit:
Nierenerkrankung:
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Tabelle 13 Datenerfassungsbogen AECOPD-Patienten

Anamnese

Patientennummer:

Tag der Einweisung:

Tage im Krankenhaus seit der Einweisung:
Tage seit den ersten Symptomen:

Alter: Geschlecht:
Grole: Gewicht:
Raucher (PY):

Noxen:

Aktuelle Nebendiagnosen:
Weitere Erkrankungen:
Medikamente:
Sauerstoff-Therapie:

Antibiotische Behandlung vor der Einweisung:

Antibiotische Behandlung im Krankenhaus:
Infektionen:

Allergien (welche und wie getestet):
mMRC:  Atemnot bei:

Anzahl an Exazerbationen/ Jahr:
Saisonale Abhangigkeit der Symptome:
6-Minuten-Gehtest:

GOLD-Stadium:

BMI:
aktueller Raucherstatus:

Korperliche Untersuchung
Datum:

Atemfrequenz:

Blutdruck:

Puls:

Sauerstoffsattigung:
Temperatur:
Bewusstseinseintrubung:
Zyanose:
Sauerstoff-Therapie:

Labor
Datum:
Natrium:
Glucose:
Kreatinin:
Urea:
CRP:
PCT:

Hct:
D-Dimere:

Lungenfunktion
Datum:

FEV1 (%):

FEV1/VC max (%):
Peak Expiratory Flow:
Resistance:
Vitalkapazitat (FVC):
Thoracal Gas Volume:

Differentialblutbild
Erythrozyten:

Leukozyten:
Thrombozyten:
Neutrophile Granulozyten:
Unreife Granulozyten:
Lymphozyten:

Monozyten:

Eosinophile Granulozyten:
Basophile Granulozyten:
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Tabelle 14 Datenerfassungsbogen Kontrollprobanden

Anamnese

Patientennummer:

Datum:

Alter: Geschlecht:

Grole: Gewicht: BMI:

Aktuelle Diagnosen:
Weitere Erkrankungen:
Medikamente:
Antibiotische Behandlung:

Labor Differentialblutbild

Datum: Erythrozyten:

CRP: Leukozyten:
Thrombozyten:

Neutrophile Granulozyten:
Unreife Granulozyten:
Lymphozyten:

Monozyten:

Eosinophile Granulozyten:
Basophile Granulozyten:
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